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Uber die Tryptase farbloser Blutzellen. 
Von 
Kurt G. Stern. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus den Laboratorien des Rockefeller-Instituts fir medizinische Forschung, New York.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1931.) 


Allgemeiner Teil. 
Die vorlhiegende Untersuchung wurde ausgefiihrt, um weiteres 


| experimentelles Material zur Frage des Vorkommens von Tryptase 
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in farblosen Blutzellen zu erhalten. Dies schien erwiinscht im Hin- 
blick auf Widerspriiche und Unklarheiten in den Arbeiten, die sich 
mit dem proteolytischen System der Leukocyten beschiftigen. 
Nach den grundlegenden Untersuchungen von Opie?) und 
Jobling?) haben sich u. a. Miller’), Jochmann und Locke- 


* mann‘), Fiessinger®), ferner in jiingster Zeit Willstatter und 


}amann®), Kleinmann und Stern’) und Olkers und Fisch- 


> gold’) mit diesem Gegenstande beschaftigt. Ohne den inzwischen 
~ von Kleinmann und Mitarbeitern an den einzelnen Blutbestand- 


teilen durchgefiithrten Untersuchungen irgendwie vorgreifen zu 
wollen, sei iitber das Ergebnis eigener Versuche an einem Objekt, 
nimlich an den sterilen Exsudatleukocyten des Meer- 


_ schweinchens, berichtet. 


Willstatter, Bamann und Rohdewald®) bestatigten (in der 2. und 


as. Abhandlung tiber Enzyme der Leukocyten) die Beobachtung von Opie, dab 


in den farblosen Blutzellen, und zwar sowohl der Pflanzenfresser wie der 
Fleischfresser, neben dem im schwach sauren Gebiet optimal wirksamen 
Kathepsin, das mit der ubiquitaren Gewebsproteinase identisch ist, noch 


' eine zweite echte Protease vorhanden sei, die optimal bei p;; 8 wirke und 


sowohl durch ihre Spezifitét wie ihr Verhalten gegen Enterokinase als try p- 
tische Proteinase gekennzeichnet sei. Im AnschluB daran wird von diesen 
Autoren die Frage aufgeworfen, ob nicht vielleicht diese Leukotryptase die 
Enzymquelle der Pankreasdriise darstelle, die sie nach einem Aussonderungs- 
prozeB in den Verdauungskanal sezerniere. Da bei ihren Versuchen mit 
einem natiirlichen Leukocytengemisch gearbeitet wurde, wie es bei Sedi- 
mentation oder nach dem Szilardschen Verfahren aus Blut erhalten wird, 


_konnte die Behauptung von Opie, wonach die katheptische Proteinase 


lymphocytaren und die tryptische myeloischen Ursprungs sei, nicht 


_ nachgepriift werden. 


Kleinmann und Stern’) (S. 99ff.) fanden in Glycerinausziigen von 
lindermischleukocyten, die nach Szilard®) gewonnen waren, gegeniiber 


/ Casein und Serumalbumin als Substrat bei Anwendung der nephelo- 


metrischen Untersuchungsform allein Kathepsin. Da bei der nephelo- 


® metrischen Analyse allein die Wirksamkeit echter Proteinasen zur Beob- 
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achtung gelangt, konnte auf Grund dieses Befundes vermutet werden, daB 
die von den anderen Autoren beobachtete tryptische Wirkung ebenso wie 
wahrscheinlich die %-Lienoprotease Hedins!°) nur vorgetéuscht sei durch die 
Tatigkeit der bei py, 8 optimal wirksamen ereptischen Enzyme (Poly- und 
Dipeptidase), die bei der Bestimmungsform der Titration freigelegter COOH - 
oder NH,-Gruppen nicht von echten Proteinasen unterscheidbar sind. Dem 
stand jedoch entgegen, daB Willstatter, Bamann und Rohdewald®) 
(in der 5. Abhandlung tiber die Enzyme der Leukocyten, 8S. 120) die leuko- 
cytare Tryptase durch Darmenterokinase aktivierbar fanden. Der beobachtete 
Aktivierungseffekt war allerdings nur relativ schwach, wurde unter gleichen 
Versuchsbedingungen Ofters vermiBt und trat ausschlieBlich in Glycerin- 
suspensionen (nicht Autolysaten, Extrakten usw.) auf, in denen auch eine 
Selbstaktivierung der tryptischen Wirkung von oft gréBerem AusmaB eintrat. 
So erschien dieser wesentlichste Punkt experimentell nicht geniigend gesichert. 

Die von Olkers und Fischgold§) letzthin publizierten 
Befunde an menschlichen Leukocyten erscheinen zur Beantwor- 
tung der Frage nach einer echten Tryptase micht geeignet. Ohne 
pa-Aktivitaétskurven iiber das ganze physiologisch wichtige Ge- 
biet durchzufiihren, beschrankten sie sich auf den Nachweis einer 
Aufspaltung von Gelatine bei px mittels der Titration der 
NH,-Gruppen nach LinderstrO6m-Lang. Abgesehen davon, 
daB Gelatine infolge der hiufig beobachteten teilweisen Angreif- 
barkeit durch niedere Proteasen kein geeignetes Substrat fiir den 
Nachweis echter Proteinasen darstellt, wiirden sie z. B. in Muilz- 
ausziigen hierbei ebenfalls eine Tryptase (die «- Protease Hedins) 
finden, von der Waldschmidt-Leitz und Deutsch?!) und dann 
Kleinmann und Stern‘) auf verschiedene Weise gezeigt haben, 
da sie mindestens zum groBen ‘l'eil durch ein Zusammenwirken 
der bei pu 8 noch schwach wirksamen katheptischen Proteinase 
mit den bei dieser Reaktion optimal wirksamen gré8eren Erep- 
tasemengen vorgetiuscht ist.*) 

Zur Entscheidung der Frage stellten wir uns zur Aufgabe, 
mittels der nephelometrischen Methodik nach der Tryptase in 
einem Untersuchungsobjekt zu fahnden, in dem nach den vor- 
handenen Literaturangaben eine solche am reichlichsten zu finden 
sein mu, naimlich in frischen Exsudatleukocyten. 


*) Anm.b.d. Korrektur: Versuche mit alkalischen und sauren, wab- 
rigen wie glycerinhaltigen Organextrakten, die in letzter Zeit von Kleinmann 
u. Mitarbeiter (unveréffentlicht) durchgefiihrt wurden, haben doch wieder 
die Méglichkeit nahegeriickt, daB ein gewisser Anteil der von Hedin ge- 
fundenen tryptischen Effekte relativ kleinen Tryptasemengen zugeschrieben 
werden muB, die in wechselnder Konzentration im Gewebe vorkommen und 
die gegenwiartig darauf untersucht werden, ob sie in der Tat cellulaéren Ur- 
sprungs sind, oder ob sie aus den im Blut und Gewebe enthaltenen Leuko- 


eyten stammen. (Erschienen in der Bicchem. Z.). 
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Von elmer gréBeren Reihe erwachsener Meerschweinchen 
wurde nach der von De Haan?*) im Hamburgerschen Institut 
ausgearbeiteten Technik mittels Injektion steriler physiologischer 
Kochsalzl6sung in die Bauchhéhle nach 3—5stiindiger Verweil- 
zeit ein Exsudat gewonnen, das iiberwiegend polynucleire, 
neutrophile Leukocyten enthielt. Diese sollen nach Opie?) 
die Trager der Tryptase darstellen. Die aus diesen Leukocyten 
hergestellten essigsauren Glycerinausziige wurden in ihrem Ver- 
halten gegen ihr in die Ausziige iibergegangenes KigeneiweiB, 
ferner gegen Edestin, Casein und Serumalbumin iiber das 
physiologische pu-Gebiet hinweg nephelometrisch gepriift. Unter 
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Fig. 1. Aktivitats-p;;-Kurven von Leukocytenauszigen bei Verwendung von Casein 
und Serumalbumin als Substrat. 


Bestatigung der Befunde an Rindermischleukocyten von Klein- 
mann und Stern wird bei Verwendung von Casein und Serum- 
albumin als Substrat nur ein im schwach sauren Gebiet liegendes 
Optimum gefunden, und zwar finden wir es fiir Serumalbumin 
bel px etwa 4 und fiir Casein bei pu 6,5. 

Wenn hingegen die vom Verfasser kiirzlich in die nephelo- 
inetrische Technik eingefihrten Substrate, niimlich das in die 
ixtrakte tbergegangene EigeneiweiB}3) der Leukocyten und 
welterhin Edestin!), zum Nachweis der proteolytischen Wirk- 
samkeit herangezogen werden, zeigt die Aktivitats px Kurve in 
heiden Fallen zwei deutlich ausgeprigte Maxima, das erste bei 
pu 4 und das zweite bei 8. Wahrend die enzymatische Leistung 
vegeniiber dem EigeneiweiB bei beiden Enzymen die gleiche ist, 

12° 
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ist fir Edestin die tryptische Wirksamkeit grdBer als die 
katheptische. 
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Fig. 2. Aktivitits-p;;-Kurven der Leukocytenausziige bei Verwendung von Eigeneiweii 
der Extrakte und von Edestin als Substrat. 
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Fig. 5. Aktivitats-p,;;-Kurven des Leberextraktes gegeniiber Eigeneiweib 
und Edestin als Substrat. 


Zum Vergleich seien die entsprechenden Kurven fiir den 
Leberextrakt des Meerschweinchens gebracht, die ein tryp- 
tisches Optimum vermissen lassen. Auch in der Niere des Meer- 
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schweinchens finden wir bei Verwendung von EigeneiweiB nur ein 
katheptisches Optimum bei pu 4.*) 

Im Angesicht der an nativen Proteinen (KigeneiweiB und 
Edestin) und mittels einer Technik gewonnenen Ergebnisse, die 
jede Stérung durch ereptische Enzyme ausschheBt, ist an dem 
Vorhandensein einer echten tryptischen Proteinase in den unter- 
suchten Leukocyten nicht mehr zu zweifeln. Die abweichenden 
Resultate an Casein und Serumalbumin sind derart zu deuten, 
daB bei dem letzteren infolge seiner bekannten Resistenz gegen 
Trypsin nur das katheptische Spaltungsoptimum gefunden wird. 
Das fiir Casein bel pu 6—7 gelegene Optimum ist als Misch- 
optimum der Kathepsin- und der Tryptasewirkung anzusehen. 
Dies stellt eme Parallele zu dem von Dernby”) bei der Hefe- 
autolyse gefundenen Mischoptimum dar. 

Da die verwendeten Exsudatleukocyten neben den Poly- 
nucleiren auch Mononucledre (lymphatische Leukocyten) 
enthielten, kann nicht mit Sicherheit ausgesagt werden, wie sich 
die beiden gefundenen Proteinasen auf die einzelnen Kategorien 
verteilen. Falls die Tryptase auf die myeloischen Leukocyten 
beschréinkt sein sollte, wie Opie annimmt, so betrachten wir es 
auf der anderen Seite als sehr wahrscheinlich, daB die katheptische 
Proteinase in beiden Formen gleichmaBig vertreten ist, da bisher noch 
keine tierische Zelle gefunden wurde, die frei von Kathepsin ist. 

Die Frage der Aktivierbarkeit der leukocytiren ‘Tryptase 
durch Kinase wurde unter Heranziehung von Schweine- und von 
Meerschweinchenkinasepraparaten nochmals geprift. Bei Ver- 
wendung von Edestin als Substrat konnte in Ubereinstimmung 
mit Willstatter, Bamann und Rohdewald keine Aktivierung 
der in den Extrakten vorliegenden Tryptase mittels der Kinase- 
l6sungen beobachtet werden, deren Wirksamkeit zuvor an Pan- 
kreastryptase des Meerschweinchens gepriift worden war. Im 
Gegenteil wurde wiederholt gefunden, da die in den gereinigten 
Kinaselédsungen noch verbliebenen kleinen Trypsinmengen durch 
die Leukocytenausziige in ihrer Wirksamkeit gegen Edestin ge- 
hemmt wurden. Auch an einer Suspension der Leukocyten, die 





*) Anm.b.d. Korrektur: Es soll damit nicht ausgeschlossen werden, 
da bei Ausdehnung der Versuchszeit oder héherer Extraktkonzentration 
auch bei den Organausziigen schwache tryptische Effekte beobachtet werden 
kOnnen. Die hier angefiihrten Versuche zeigen auf jeden Fall, dab hin- 
sichtlich des Gehaltes an tryptischer Proteinase mindestens ein bedeutender 
quantitativer Unterschied zwischen den Leukocyten und Geweben besteht. 
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nach den genannten Autoren gelegentlich durch Kinase aktivier- 
bar sein sollte, wurde der gleiche negative Befund erhoben. 

Die mangelnde Aktivierbarkeit der leukoeytiren Tryptase 
kann darauf zuriickzufiihren sein, daB entweder der Tryptase- 
komplex bereits im vollaktivierten Zustande vorliegt, oder darauf, 
das diese Tryptase iiberhaupt nicht durch die verwendete art- 
fremde und arteigene Kinase aktivierbar ist. Nach Waldschmidt - 
Leitz’) kann bereits vollaktivierte Tryptase durch Aluminium- 
hydroxyd nach Willstiétter wieder in das inaktive Trypsin und 
in die Kinase zerlegt werden. Ein mit leukocytirem Trypsin 
angestellter ‘Trennungsversuch verlief jedoch negativ: Die nach 
der Adsorption verbliebene Restlésung enthielt fast die gesamte 
Tryptase, die sich durch Kinase nicht aktivieren lieB. 

Weiterhin wurde das Verhalten der Leukocyten- und der 
Pankreastryptase des Meerschweinchens gegen die gleichen Kon- 
zentrationen verschiedener Schwermetall- und Selenitionen 
unter Verwendung des Kigenproteins als Substrat geprift. Diese 
Methode hatte sich dem Verfasser bei der Unterscheidung der 
katheptischen Protemasen verschiedener Spezies und verschiedener 
Organe der gleichen Spezies bewahrt.1*) Beide Tryptasen werden 
durch Kupfer und Zinkionen betrachtlich gehemmt, durch 
(uecksilberionen erheblich aktiviert. Sie unterscheiden sich 
dagegen, wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht, in ihrem Ver- 
halten gegen Mangan, Eisen und Selenit. Dieser Befund 
spricht ebenfalls fiir eine Verschiedenheit der beiden Enzyme. 


Tabelle 1. 

Vergleich der Aktivitat der Leukocyten- mit der der Pankreastryptase des 
Meerschweinchens gegeniiber dem Eigeneiwei8 unter dem EinfluB von ver- 
schiedenen Schwermetallen und Selenit. 

Die Aktivitat der unbeeinfluBten Enzyme wird zu 100°/, angenommen. 





Kupfer} Zink | Quecksilber |Mangan] Eisen | Selenit 




















mg/cem . 2 d x (a : pon 7 
0478-10) | 4011 90-4 710 * 

Pankreastrypsin: 53,5°/5 | 14°/5 150° 5 67/9 156°/, 112°/, 
Leukocytentrypsin: [21 °/>5 0°, 167°/, 195°/, | 94°/, | 167°/, 


Das Ergebnis bei Vergleichung der katheptischen Pro- 
teinasen der Leukoeyten, Leber und Niere des Meerschweinchens 
ist in Tab. 2 enthalten. Wie ersichtlich, verhalten sich diese En- 


zyme durchweg gleichsinnig, mit Ausnahme des Selenits, das auf 


das Leukocytenkathepsin leicht fordernd, auf die Organkathepsine 


schwach hemmend einwirkt. 














~~ 
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Tabelle 2. 


Aktivitat der katheptischen Proteinasen der Leukocyten, Leber und Niere 
des Meerschweinchens gegen das EigeneiweiB unter dem EinfluB von Schwer- 
metallen und Selenit. 


Aktivitat der unbeeinfluBten Enzyme = 100°). 





Kupfer | Zink | Quecksilber | Mangan] Eisen | Selenit 


mg/ecm "i 
7-107? | 8-107-2 14-107" 11-1072 | 7.1072 125.107? 


Kathepsin der 




















Leukocyten . . | 86 °/, | 1099/, 126°/, 119°/, | 1149/, | 126 °/, 
Leber |... . | 77,69/, | 100°/, 120°/, 115°/, | 110°/, | 73,6, 
Nieren. . . . . | 60,4°/, | 103°/, 109°/, 110°/, 96°/, 80 9, 


Experimenteller Teil. 


Die im Allgemeinen Teil angefiihrten Befunde werden im 
folgenden der Raumbeschriinkung wegen nur mit wenigen, typi- 
schen Versuchsprotokollen belegt. Beziiglich der Grundlagen der 
Nephelometrie und der Handhabung des hier benutzten Klein- 
mannschen Nephelometers sei auf die zusammenfassenden 
Darstellungen von Kleinmann!*) verwiesen. Die nephelo- 
metrische Analyse proteolytischer Vorgiinge an verschiedenen 
Substraten und mit verschiedenen Enzymen ist in einer Reihe 
von Arbeiten von Rona und Kleinmann!§), Kleinmann!?’), 
Kleinmann und Stern‘) und Stern!*'4) eingehend — be- 
schrieben. 


Gewinnung der Leukocyten und Herstellung der Extrakte. 


GemaB der Hamburger-De Haanschen!*) Vorschrift wurde bei der 
(-ewinnung der Exsudate derart verfahren, dag mehrere ausgewachsene 
Meerschweinchen am Vorabend des Versuchstages durch Injektion  steriler 
physiologischer Kochsalzlésung (0,9°/,ig) in die Bauchhéhle in einer Menge 
von etwa 30 ccm vorbereitet wurden. Am folgenden Morgen wurden weitere 
50ecem der NaCl-Lésung injiziert und nach 4—5 Stunden das_ gebildete 
Kxsudat mit Hilfe einer Troikartkaniile entleert. War nicht geniigend Flissig- 
keit vorhanden, so wurde mit NaCl-Lésung nachgespilt. Das ausflieBende 
Exsudat wurde in einer 0,6°/, Natriumcitrat enthaltenden physiologischen 
Kochsalzlésung aufgefangen und sogleich kurz zentrifugiert. Der Riickstand 
wurde 2mal mit Ringerlésung gewaschen, feucht gewogen und nach Entnahme 
einer kleinen Probe fiir den Kontrollabstrich in etwa der 25fachen Gewichts- 
menge 87°/jigen Glycerins unter Zusatz von 1 Tropfen n-Essigsiure pro 
®cem Glycerin verteilt. Die Suspension wurde tiber Nacht im Thermostaten 
bei 36—-37° belassen und sodann durch ein Faltenfilter filtriert. Das Filtrat 
diente zu den Spaltungsversuchen und wurde im Kihlschrank aufbewahrt. 

Die zu den Vergleichsversuchen dienenden Organextrakte (Leber- und 
Nierenauszug) des Meerschweinchens wurden nach der von Waldschmidt- 
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Leitz und Deutsch!!) fiir die Milz gegebenen Vorschrift hergestellt: Die 
sogleich nach dem Tode entnommenen Organe mehrerer Tiere wurden im 
Morser zerkleinert, mit der doppelten Gewichtsmenge 87°/,igen Glycerins 
4 Stunden bei 37° extrahiert und sodann der nach 24 Stunden durch ge- 
wohnliche Faltenfilter hindurchgegangene Anteil als Auszug verwendet. 

In einem Falle wurde auch die frische Suspension von Leukocyten in 
$7°/,igem Glycerin als Enzymlésung benutzt. 

Von 4 Tieren wurden im Durchschnitt jedesmal 200 mg feuchte Leuko- 
cyten gewonnen. Die Vorbereitung mittels Kochsalzinfusion am Vorabend 
wurde nur beim ersten Versuche vorgenommen. Weiterhin wurde dann nur 
eine Injektion 3—5 Stunden vor der Exsudatentnahme gemacht. 

Die Ausstriche zeigten, daB im Exsudat iiberwiegend pseudoeosinophile 
(neutrophile) polynucleire Leukocyten neben meist groBen Mononuclearen 
und vereinzelten eosinophilen Leukocyten vorhanden waren. Meist war auch 
eine Anzahl roter Blutzellen sichtbar. 

Von insgygsamt zwanzig verwendeten Tieren wurden im Laufe der Ver- 
suche zusammey etwa 5 g feuchte Leukocyten gewonnen, ohne da auch nur 
ein einziges Tier erkrankte oder starb. 


I. Beispiel: Aktivitits-pu-Kurve emes Leukocytenextraktes 
gegen Serumalbumin’®*) (Rind) als Substrat: 


Spaltungsansatze: In diesem wie in allen weiteren Versuchen wurde 
als Puffer das kiirzlich von Michaelis2°) angegebene Veronal—Acetat—Salz- 
siuresystem verwendet, das unter Variation nur einer Komponente (der HCl) 
erlaubt, das gesamte in Frage kommende py-Gebiet zu bedecken. 2,5 ccm 
Albuminlésung -}- 2,5 cem m/7-Veronal—Acetatlésung (9,714 g Natriumacetat +- 
14,714 ¢ Veronalnatrium, gelést in 500 ccm Aq. dest.) + n cem n/10-HCl + 
Aq.ad 14cem. Die Albuminlésung aus kéuflichem Rinderserumalbumin in 
einer Konzentration von etwa 0,5°/, verwendet. 

Nach Vermischen 5cem entnommen, 4,5 cem als Nullabnahme auf- 
bewahrt, die restlichen 0,5 cem verworfen. Zu den restlichen 9 ccm der 
Mischung wurde 1 cem des mit Aq. doppelt verdiinnten Leukocytenextraktes 
M.L.4, sowie 4 Tropfen Toluol gegeben. Nach 46stiindigem Verweilen der 
Ansitze und der Nullabnahmen im Thermostaten bei 37° wurden aus den 
Ansitzen je 5 ccm entnommen, zu den Nullentnahmen nunmehr 0,5 ccm der 
Fermentlésung pipettiert und zu allen Proben je 10 ecm 12,5°/,iger Salzsaiure +- 
7eem einer 20°/,igen Lésung von Sulfosalicylsiure gegeben. Analyse im 
Nephelometer von Kleinmann nach 5 Minuten. Im Rest der Spalt- 
mischungen wurde die Wasserstoffionenkonzentration elektrometrisch ge- 


messen. 











Nr. im Ansatz enthalten PH Aufspaltun g 
l 7,5 cem 0,1 n-HCl 2,35 10,1°/, 
2 6,8 cem om 2,79 13,8°/, 
3 5,0 cem i 4.36 14,8°/, 
4 4,0 ecm ‘ 4,86 13 9/5 
5 3,0 cem = 6 10 
6 1,2 cem i 7,8 1 le 
7 2,5 cem 0,01 n-NaOH 9,34 2 % 
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II. Beispiel: Aktivitats-px-Kurve eines Leukocytenextraktes 
gegen Casein'’‘) als Substrat: 


— 


Anordnung: 3,65 ccm einer 0,25°/,igen Caseinlésung (enthaltend 5 g 
Casein ,, Hammarsten‘“ -+- 12 cem n-NaOH in 2000 ccm) + 2,5 cem m/7-Vero- 
nal-Acetatlésung -+ n cem HC] + Aq. ad 14cem-5cem fiir Nullabnahme von 
4,5 ccm entnommen. Zu den restlichen 9cem 1] ccm des aufs Doppelte mit 
Aq. verdiinnten Leukocytenextraktes M.L.4, sowie etwas Toluol gegeben. 
19 Stunden bei 37° gehalten, ebenso die Nullabnahmen. Zur Analyse 5 ccm 
entnommen, zu den Nullabnahmen ebenfalls 0,5 ccm der Enzymliésung ge- 
geben, das in einigen Ansitzen ausgeflockte Substrat durch Zugabe der unten 
vermerkten Laugenmenge in Lésung gebracht, das Volumen mit Aq. iiberall 
auf 10 ccm erganzt, ferner 5 ccm eines m/15-Phosphatpuffers von py 8 sowie 
7,5 ccm einer gesattigten Chinidinhydrochloridlésung zugegeben. Nach etwa 
15 Minuten nephelometriert. 








Auf- 

















Nr in dem Ansatz Aussehen Pir zur Analyse 
' spaltung 
1 | 7,5 cem n/10-HC] klar 2,25 12,2 com 0,1n-NaOH]| 2,4°/, 
2 16,8 cem - leicht triibe | 2,94 [1.5 ccm 11,2°/, 
3 15,0 ccm - geflockt 4,33 11,2 cem os 15,6°/, 
4 14,0 ccm - ™ 4,91 11,0 ccm ee 24,5°/, 
5 13,0 ccm - schwach getr.] 6,26 30,1°/, 
6 11,2 cem a klar 8,04 23 °/, 
7 12,5 ccm 0,01 n-NaOH klar 9,3 0 % 
III. Beispiel:  Aktivitéts-px-Kurve  eimes  Leukocyten- 


auszuges gegen HKigeneiwei!%) als Substrat: 


Anordnung: 2,5 ccm m/7-Veronal—Acetatlésung + n cem HC] -+- Aq. 
ad 14cem. 5ccm entnommen fiir Nullabnahme von 4,5cem. Zu den restlichen 
9eem lcem des unverdiinnten Leukocytenextraktes M.L.8 gegeben und 
ohne Toluolzusatz 5 Stunden bei 36° gehalten. Sodann 5 ccm zur Analyse 
entnommen, zu den Nullabnahmen je 0,5 cem der Fermentlésung gegeben und 
zu allen Proben 11 ccm Aq. + 4cem der 20°/,igen Sulfosalicylsiurelésung 
pipettiert. Es gelangt bei dieser Anordnung allein der Abbau des in den 
Extrakten enthaltenen Eigenproteins der Leukocyten zur Beobachtung. 

Im Restvolumen der Ansétze wurde py elektrometrisch gemessen. Samt- 
liche Ansaitze waren klar geblieben. 














Nr. im Ansatz Pir Aufspaltung 
] 1,2 ccm n-HCl 1,65 QO 7, 
2 7.5 cem 0,1 n-HC] 2,25 Q 9%, 
3 6,2 ccm - 3.5 32,9°/, 
4 4,5 ecm - 4.6 18,4°/, 
5 3,0 com a 5,66 25,49/, 
6 1,2 ecm - $.07 31,8°/, 
7 1 ccm 0,01 n-NaOH 8.8 20 °, 
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[V. Beispiel:  Aktivitéts-pa-Kurve eines Leukocyten- 
auszuges gegen Edestin™) als Substrat: 


Anordnung: 2,5 cem m/7-Veronal—Acectatldsung +- n cem HC] + 
6 ccm ciner 0,1°/,igen Edestinlésung (erhalten durch Lésen von 1 g Edestin 
in 1000 cem einer 0,03 n-HCl in der Warme und Filtrieren) + Aq. ad 14 cem. 
Mntnommen 5 ccm fiir Nullabnahme von 4,5 ccm. Zu den restlichen 9 ccm 
leem des doppelt verdiinnten Leukocytenextraktes M.L. 7 gegeben. Unter 
Zugabe von einigen Tropfen Toluol 44 Stunden bei 37° belassen. Nunmehr 
5cem zur Analyse entnommen, zu den Nullabnahmen je 0,5 ccm der Enzym- 
losung gegeben, das ausgeflockte Edestin durch Zugabe von 0,1 n-HCI gelést, 
das Volumen iiberall mit Aq. auf 18 ccm gebracht und 4 ccm der 20°/, igen 
Sulfosalicylsiurelésung zur Erzeugung der Triibung zugefiigt. Innerhalb der 
ersten 10 Minuten nach Reagenzzugabe nephelometriert. Im Rest der An- 
sitze elektrometrisch py bestimmt. 




















Nr. im Ansatz Aussehen zur Analyse pu | Aufspaltung 
1 15,5,.ecem 0,1 n-HCl klar 2,14 3 °/, 
2 |/4,0%@cm re - 3.70 31,5°/, 
3 o.com - triibe 2,5 cem 0,1 n-HCl | 4,84 20 9%, 
"4 1,0 cem geflockt | 2,5 ccm i 5,68 48,1°/, 
5 = 2,5 cem is 7,34 60 °%, 
6 11,0 ccem0,l n-NaOH] — klar 2,5 ccm " 7,92 70,6°/5 
7 12,0 cem ” ¥ 2,09 ccm - 8,54 31,5°/) 


V. Beispiel: Herstellung und Reinigung einer Kinase- 
lOsung aus Schweinediinndarm!') und Priifung ihrer Wirksamkeit 
auf Meerschweinchen-Pankreastryp tase: 

Darmschleimhaut-Trockenpulver: Es wurde genau nach der von 
Waldschmidt-Leitz!*) gegebenen Vorschrift verfahren: 

Aus 100 m des obersten Diinndarmabschnittes ebensovieler Schweine 
wurden durch Behandlung der mit Glasscherben abgekratzten Schleimhaut 
mit Aceton und Ather 45g Trockenpriparat gewonnen. Daraus wurden 
durch Mahlen in einer Pulvermiihle und Sieben durch ein feinmaschiges 
Drahtsieb etwa 30 ¢ feines Pulver gewonnen. 

Kinaselésung Nr.2:; 1g des Pulvers wurde mit 50 ccm 87°/,igen 
(slycerins angeschiittelt und 48 Stunden bei 30° belassen. Das Glycerin 
wurde vom Riickstand auf der Zentrifuge abgetrennt, mit 25 cem etwa 
20°,,igen Glycerins nachgewaschen und der Riickstand 3 Stunden bei 30° 
mit 50cem 0,05 n-NH, auf der Schiittelmaschine extrahiert. Die durch 
Zentrifugieren erhaltene kinasehaltige Restlésung wurde 2 Stunden lang mit 
einem Luftstrom von etwa 37° behandelt, bis sie neutral reagierte. Der auf 
Zusatz von 2,5 ccm n-Essigsiure entstandene Niederschlag wurde durch 
Zentrifugieren abgetrennt, die Restlésung mit n-NaOH gegen Lackmus neu- 


tralisiert. Am niachsten Tag wurden 5 cem einer 1°,igen Sublimatlésung 


zugefiigt, von dem Niederschlag abzentrifugiert und zur Entfernung des 
iiberschiissigen Quecksilbers 30 Minuten H,S eingeleitet. Nach Abfiltrieren 
vom HgS wurde zur Vertreibung des Schwefelwasserstoffs im warmen Luft- 











ea ii 











et 
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strom bis auf etwa 10 ccm Volumen eingedunstet und mittels 5 cem 87°/,igen 
Glycerins und Aq. auf 25 ccm aufgefillt. Aufbewahrung im Kiihlschrank. 


Prifung der Wirksamkeit 
an Meerschweinchen-Pankreastryptase. 
Herstellung des Meerschweinchen-Pankreasextraktes. 

Von sechs mittels Athernarkose getéteten Meerschweinchen wurden 
insgesamt 4 g frische Pankreasdriise erhalten. Diese wurde zunachst 16 Stun- 
den lang bei 37° mit 87°/,igem Glycerin extrahiert (20 ccm). Dann wurden 
weitere 30 com Glycerin und 0,8 ccm Eisessig zugegeben und 6 Stunden bei 
30° auf der Schiittelmaschine extrahiert. Durch Zentrifugieren und Filtrieren 
etwa 40 ccm Pankreasextrakt (P) erhalten. 

Priifung: Es wurden folgende Gemische mit Hilfe dieses Pankreas- 
extraktes und der Kinaselésung bereitet und etwa 60 Minuten bei 37° zum 
Vollzug der Tryptaseaktivierung inkubiert : 





Trypsin allein Kinase allein Try psin—Kinase 
2 ccm Pankreasextrakt | 2 cem H.O 2 ccm Pankreasextrakt 
. yr . 7 , or re : » -») TA 1 
(P) 1:20 verdiinnt +. 0,25eem der Kinase (P) 1:20 verdiinnt 
+ 0,25 cem HO lésung 2. +- 0,25 cem der Kinase- 


losung 2. 
+ 1,75 cem m/15-Phos- 
phatpuffer py 7,4. dito dito 








Gesamtvolumen jeder Mischung 4 ccm. 


Spaltungsansatze: 5 ccm  m/7-Veronal-Acetatlésung -+- 4 cem 
0.1 n-NaOH + 12 cem der 0,1°/,igen Edestinlésung +- Aq. ad 28 ccm. 10 ccm 
fiir 2 Nullabnahmen a 4,5 entnommen. Zu den restlichen 18 ccm nach Vor- 
wirmen im Thermostaten von 36° je 2 cem der Inkubationsgemische gegeben; 
pu etwa 8,5, Mischungen leicht getriibt, keine Flockung. 

Analyse: Aus den Spaltungsgemischen nach 10, 20 und 30 Minuten 
je 5 ccm entnommen und zur Unterbrechung der Spaltung in 2,5 ccm 0,1 n-HC! 
einflieBen lassen. Auch zu den Nullabnahmen die gleiche Saiuremenge sowie 
0,5 des betreffenden Inkubationsgemisches gegeben. Alle Proben mit Aq. 
auf 18 cem aufgefiillt und mittels 4ccm der 20°/,igen Sulfosalicylsiurelésung 


die Triibung erzeugt, welche im AnschluB daran im Kleinmannschen 
Nephelometer analysiert wird. 


Ergebnis der nephelometrischen Messung: 














Spaltzeit 10 Minuten 20 Minuten 30 Minuten 
Trypsin allein: 31 °%, 51,9°/, 60,5°/, 
Kinase allein: 7%, §,7°/, 8,3°/, 
Try psin-Kinase: 54,8°/, 75 °%, 83,99), 


Aktivierung: 16,8°/, 17,4°/, 15,1°/, 
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VI. Beispiel: Negativer Versuch, die Tryptase der Meer- 
schweinchenleukocyten durch die Schweinekinaselésung Nr. 2 
vegen Edestin zu aktivieren: 


on 


Angewendet den Leukocytenglycerinauszug M.L. 10: 


Inkubationsgemische. 





Trypsin allein Kinase allein Try psin-Kinase 
2 ccm Leukocytenextrakt | 2 cem H,O 2cem Leukocytenextrakt 
M.L. 10, unverdiinnt M.L. 10, unverdiinnt 
-- 0,25 cem H,O -+ 0,25 ccm Kinase- | -+ 0,25 ccm Kinaselésung 
lédsung Nr. 2. Nr. 2. 
-+- 1,75 ccm m/15-Phos- 
phatpufier, py 7,4. dito dito 








Volumen jeder Mischung 4 cem. 35 Minuten bei 37° inkubiert. 


Spaltansatze: 5cem m/7-Veronal—Acctatlésung -- 2 cem 0,1 n-NaOH 

12 cem 0,1°/,ige Edestinlésung + Aq. ad 28 cem Volumen. 10 ccm fiir 

2 Nullabnahmen a 4,5 entnommen. Zu den restlichen 18 cem nach Vor- 

wirmen im Thermostaten bei 36° 2ccm eines der Inkubationsgemische 
gegeben. py etwa 8. 

Analyse: Nach 2 und nach 20 Stunden 5ccm aus den Spaltungs- 
ansatzen entnommen, Edestintriibung durch Zusatz von 2 ccm 0,1 n-HCl 
beseitigt. Zu den Nullabnahmen ebenfalls 2 cem 0,1 n-HCl sowie 0,5 des 
betreffenden Inkubationsgemisches zugefiigt. Volumen aller Proben mit Aq. 
auf I18ccm erganzt und Triibungsreaktion durch Zugabe von 4 ccm der 
20°/,igen Sulfosalicylsiurelésung erzeugt. Im AnschluB daran_nephelo- 





metriert. 


Ergebnis: 











Spaltzeit 2 Stunden 20 Stunden 
Trypsin allein 22,5°/5 52,49/, Spaltung 
Kinase allein 5,79/> 
Trypsin-—Kinase 25,4°/, 54,8°/, Spaltung 


Keine Aktivierung durch die Kinase! 


VII. Beispiel: Negativer Versuch der Zerlegung der Leuko- 
eytentrvptase mittels Aluminiumhydroxyd in Kinase und 
einen mittels Kinase aktivierbaren Rest !®): 

Anordnung: 5eccm des Leukocytenauszuges M.L. 10 mit 0,06 ccm 
n-Essigsiure +- 1,5 cem einer Aluminiumhydroxydsuspension A [nach Will- 
statter und Racke?!)] versetzt. Zentrifugiert und zur Restlésung weitere 
1,5 cem der Aluminiumsuspension gegeben. Die durch Zentrifugieren erhaltene 
Adsorptionsrestlésung wurde zu den folgenden Inkubationsgemischen ver- 


wendet: 
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Trypsin allein Kinase allein Try psin-Kinase 
3 ccm der Restlésung | 3 ccm H, Oo 3 cem der Restlésung 
0,25 ccm H,O 0,25 cem Kinaselésung +-0,25 ccm Kinaselésung 
Nr. 2. Nr. 2 
0,75 com m/15-Phos- 
phatpuffer px 7,4. dito dito 


Volumen jeder Mischung 4 ccm. 30 Minuten bei 37° inkubiert. Spalt- 
ansitze und Analysengemische dieselben wie im VI. Beispiel. 











Ergebnis: 

Versuchszeit: 4 Stunden 18 Stunden 
Trypsin allein. . 34,4°/, 60 
Kinase allein . . 6,6°/, 21 °%, 
Trypsin-Kinase 40,3°/, 63,4°/, 


Es wurde nicht nur keine Aktivierung des in der Adsorptionsrestlésung g 
verbliebenen Trypsins, sondern im Gegenteil nach 18 Stunden eine Hemmung 
der in der Kinaselésung enthaltenen Trypsinreste durch die Inhaltsstoffe der 
Leukocyten beobachtet. 


VIII. Beispiel: Verhalten der Meerschweinchenleukocyten- 
tryptase gegen Kupfer-, Zink-, Quecksilber-, Mangan-, 
Kisen- und Selenitionen (Substrat: KigeneiweiB).'*) 


Anordnung: 2,5cemm/7-Veronal-Acetatlésung -+- 1,2 cem0,1 n-HCl + 
Salzlésung + Aq. ad 14 ccm. Entnahme von 5 ccm fiir Nullabnahme von 
4,5 ccm. Zum Rest von 9ccm wird 1 ccm des unverdiinnten Leukocyten- 
extraktes M.L. 15 gegeben und das Gemisch 5 Stunden bei 37° gehalten. 

Analyse: Aus jedem Ansatz werden 5 ccm entnommen, zu den Null- 
abnahmen je 0,5 ccm der Enzymlésung zugesetzt und das Volumen aller 
Proben mit Aq. auf 16 ccm gebracht. Durch Zusatz von 4 ccm einer 20°/,igen 
Sulfosalicylsiurelésung wird eine Triibung erzeugt, die sogleich im Nephelo- 
meter ausgewertet wird. 











Nr. im Ansatz enthalten Aufspaltung 
1 shaw Sess oe ee ee 23 %/, 
2 | 0,3 ccm einer 19/ igen CuSO, -Lésung (= 7:10°-2 mg Cu 

pro ccm) . . bili ee ee he oe ie de 4,8°/, 
3 | 0,3 ccm einer 1°/,igen ZnSO, -Lésung i 8-10-? mg Zn 

pro cem). . oe 0 %, 
4 |0,3 ccm einer 1°/, igen HeCl, -Lésung ( — 14-10-2 mg Hg 

pro ccm) . 38,5°/, 
5 |0,3 ccm einer ‘m/10- MnSO, -Lésung fs ne 10-2 mg Mg 

pro cem) . 44,9°/, 
6 | 1,2 ccm einer 0 ,5/,igen Na,SeO, ‘Losung ( 25-10-23 mg 

SeO, procem) .. . 38,5°/, 
7 |0,3 cem einer 1°/,igen FeSO, -Lésung is -7-10-2 mg Fe 

se 2 ae a ee eR ee ew we ee we 21,6°/, 















182 Kurt G. Stern, 


Zusammenfassung. 

1. Die Frage des Vorkommens einer echten  tryptischen 
Proteinase in farblosen Blutzellen wurde an einem Versuchs- 
objekt nachgepruft, i dem nach den Angaben der Literatur am 
reichlichsten ein soleches Enzvm zu erwarten war: An sterilen 
HM xsudatleukocyten des Meerschweinchens. Diese bestehen 
iiberwiegend aus myeloischen (polynucleiren, neutrophilen) 
Leukoeyten. 

2. Unter Heranziehung von nativen Proteinen (Eigeneiweih 
und Edestin) als Substrat und Benutzung der nephelometri- 
<chen Bestimmungsform, die St6rungen durch ereptische Enzyme 
ausschheBt, konnte in den Leukocytenextrakten neben der ubi- 
quitiren katheptisehen Proteinase eine echte, natives Eiweii 
optimal bei px 8 angreifende, tryptische Proteinase nach- 
sewlesen werden. 

3. Diese Tryptase war in den anderen untersuchten Organen 
des Meerschweinchens (Leber, Niere) unter den Versuchsbedin- 
sungen nicht nachweisbar. In diesen wurde vielmehr nur die 
im schwach sauren Gebiet optimal wirkende katheptische Pro- 
teinase gefunden. 

4. Die leukocytiire Tryptase konnte weder durch arteigene 
noch durch artfremde Kinase in ihrer Wirksamkeit auf Edestin 
aktiviert werden. Auch eine Zerlegung des tryptischen Kom- 
plexes in inaktive Tryptase und Kinase mittels Aluminiumhydr- 
oxvd wurde nicht erreicht. 

5. Die Tryptasen der Leukocyten und der Pankreasdriise 
unterscheiden sich weiterhin durch ihr Verhalten gegen kleine 
Mengen von Mangan-, Eisen- und Selenitionen. Gegen 
Kupfer-, Zink- und Quecksilberionen verhalten sie sich 
“leichsinnig. 

6. Die katheptischen Proteinasen der Leukocyten, Leber und 
Niere verhalten sich gegen alle zugesetzten Schwermetallionen 
cleichsinnig, gegen Selenitionen verschiedenartig. 

7. Aus den Versuchen kann geschlossen werden, da die 
Trvptase der Leukocyten und des Pankreas trotz gleichen 
pu-Optimums und gleicher Spezifitét wahrscheinlich zwei selb- 
stiindige Enzyme verschiedener Herkunft darstellen. 


Herrn Professor Dr. L. Michaelis, in dessen Abteilung die 
Arbeit ausgefiihrt wurde, mdchte ich auch an dieser Stelle bestens 
fiir sein stetes Interesse und seine vielfachen Ratschlige danken. 

















18. 


19. 
20. 
Zi. 
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Herrn Geheimrat Dr. C. Duisberg danke ich ergebenst fur 
die Ierteilung eines Auslandsstipendiums, das die Durehfihrung 
der Arbeit erméglichte. 
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Uber den Ersatz von Prolin und Oxyprolin 
bei der Ernahrung. 
Von 
Mary Adeline. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Nazareth College, Louisville, Kentucky, U.S.A.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1931.) 


Im Jahre 1924 verdffentlichte Sure!) die Ergebnisse einer 
Reihe von Versuchen, welche den Zweck hatten, die Rolle des 
Prolin in der Erniéhrung zu bestimmen. Diese Versuche zeigten, 
daB8 Prolin wahrscheinlich zum Wachstum notwendig ist. Als 
niichste Folge dieses Ergebnisses wird man die Frage stellen: 
LaBt sich Prolin durch Oxyprolin ersetzen? Sherwin?) auBerte 
die Ansicht, daB sich beide im Stoffwechsel wahrscheinlich gleich 
verhalten werden. Kinen starken Beweis fiir die Richtigkeit 
dieser Ansicht kann man in dem Befund von Kapfhammer 
und Bischoff*) sehen; sie zeigten, daf Oxyprolin ebenso wie 
Prolin drei von seinen fiinf Kohlenstoffatomen im Phlorrhizin- 
diabetes zum Aufbau von Glykose benutzt. Auch fanden Kapf- 
hammer und Sporer#) Prolin in allen daraufhin untersuchten 
KiweiBstoffen; Oxyprolin vermiBten sie dagegen in pflanzlichen. 
Von einem lebenswichtigen Kiwei8baustein sollte man aber a 
priori annehmen, daB er auch im Pflanzenreich vorkommt. 

Zweck der folgenden Versuche war festzustellen, ob sich 
Prolin durch Oxyprolin bei der Ernaihrung ersetzen laBt. Wenn 
dies der Fall ist, so darf man Oxyprolin wohl als ein Zwischen- 
produkt im Stoffwechsel des Prolins betrachten. 

Vier Ratten, zwei mannliche und zwei weibliche, wurden bei 
demselben Futter, weleches Sure®) bei seinem Versuche gebraucht 
hat, gehalten. Wie aus Fig. 1 zu ersehen ist, sind alle diese Ratten 


ganz normal gewachsen. 
Vier andere Ratten, drei minnliche und eine weibliche, 


wurden bei genau demselben Futter gehalten, nur wurden die 
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Fig. 1. 20g Squibbs Vitavose, 100 g Futtermischung zugefiigt. 


Fig. 2. 20 g Squibbs Vitavose, 100 g Futtermischung zugefiigt. 


om 
g ° 


4 


a 
2 10 


Edestin 6,9 Salzmischung 4,0 


Cystin 0,4 Agar-Agar 2,0 
Lysin 4 Lebertran 2,0 
Prolin 0,4 Dextrin 84,8. 


Edestin 6,0 Salzmischung 1,0 


Cystin 0,4 Agar-Agar 2,0 
Lysin O,4 Lebertran 2.0 
Dextrin 85,2 


Beim Kreuzungspunkt 0,4”, Prolindiat zugetan 


0,4°, Oxyprolindiat 
U,4 
O,4 
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0,4°/, Prolin*) durch Dextrin ersetzt. In jedem Falle ist der An- 
wuchs verhiltnismaBig viel langsamer gewesen als in der ersten 
Gruppe. Nachdem die Fiitterung wenigstens 12 Wochen gedauert 
hatte, wurden die 0,4°/, Dextrin entweder durch Prolin oder Oxy- 
prolin ersetzt. Wie aus Fig. 2 zu ersehen ist, beeinfluBte dies die 
Gewichtskurve in Jedem Falle sofort deutlich. 

Zwei andere Ratten, eine minnliche, eine weibliche, wurden 
mit derselben Kost gefiittert, nur wurden die 0,4°/) Prolin durch 
die entsprechende Menge Oxyprolin ersetzt. Wie aus Fig. 5 er- 
hellt, sind diese beiden Ratten ganz normal gewachsen. 


Edestin 6,0 
Cystin 0,4 
Lysin 0,4 
Salzmischung 4,0 
Lebertran 2,0 
Agar-Agar 2,0 
Oxyprolin 0,4 
Dextrin 84,8 


Fig. 3. 20g Squibbs Vitavose, 100 g Futtermischung zugetii_t. 


*) Das Prolin, das fiir diese Versuche, mit Ausnahme des letzten, be- 
nutzt wurde, wurde mit 1-Butanol aus hydrolvsierter Gelatine erhalten. Bei 
seiner Darstellung folgte man den Angaben von Dakin®). Das so hergestellite 
Prolin war ziemlich rein und lieB sich mit dem Produkte der Firma Eastman 
bei der Fiitterung vergleichen. Das Prolin fiir den letzten Versuch war von der 
Firma Eastman vekauft. Das Oxyprolin wurde aus dem Riickstande, der zur Dar- 
stellung von Prolin gedient hatte, mit 1-Propanol gewonnen. Die beiden Stoffe 
waren schon hergestellt und die Fiitterungsversuche im Gang, als Kapf- 
hammer und Eek’) Prolin und Oxyprolin mittels ,,Remeckesdure*  zu- 
winglich machten und die Firma Eastman Prolin auf den Markt brachte. 
Das Oxyprolin wurde auf Reinheit gepriift, indem man das Verhialtnis von 
Amino-N zu Gesamt-N bestimmte. Die Lésung wurde mit alkoholischer Kad- 
miumehloridlésung gefallt. Oxyprolin bleibt im Filtrat. Die unbedeutende 
Menve Niederschlag, die erhalten wurde, enthielt — nach Entfernung des 
Kadmium mit Schwefelwasserstoff — nur Formol-N als Zeichen fiir eine 
verinufiigige Verunreinigung mit Prolin. Der Gesamt-N und Amino-N in 
. Filtrat la$t die Menge an Oxvprolin und seine Reinheit ersehen. 


CLies¢ 





























Uber den Ersatz von Prolin durch Oxyprolin bei der Ernahrung. 


Wahrend der Dauer dieser Versuche wurde ungefihr 0,2°/, 
Arginin der Kost zugefiigt. Jede Ratte wurde in einem ab- 
gesonderten Kiafig eimgesperrt. Man fihrte genaue Rechnung 
uber den Futterverbrauch. Bei den Ratten desselben Alters und 
derselben Gré8e merkte man ein gréBeres Wachstum pro Gramm 
Protein in den Fillen, wo Prolin oder Oxyprolin gegeben wurde. 
Wo man erst nach zwo6lf oder mehr Wochen Prolin oder Oxy- 
prolin zufiigte, merkte man sofort emen geringeren Verbrauch von 
Protein. 


Diese Tatsachen sind in Tab. 1 angegeben. 





Tabelle 1. 


























CO 
= = ' : 1 2 oe 
P "> = a 2 a 2 SZei2 4,3 
= | 2 = om S| Ors S5ia.«. 3 
_ = — a Pt et — 4 Ce © —b oo 
z= {os z = & aS Kostform “eles ges 
az Y - of om “| > > 
— fp _ oS & Ss = os on © 
~ -_ 8) ~ x os < v oe 

5 

| 

o yy us 

l ° 20 132 | 120 Grundkost + Prolin 144 1,1 
7 : 20 127 | 118,5 Grundkost 103 0,82 
2 . 26 107 36 Grundkost +- Prolin 15] 1,46 

+ 

8 " 19 82 38,5 Grundkost 96 1,16 
5164 19 122 48 Grundkost + Oxyprolin 174 1,42 
6] 2] 20 104 29 Grundkost + Oxyprolin 169 1,62 
3 O 19 107 62,5 Grundkost +- Prolin 141 1,32 
91 3 12 55 68 Grundkost 103 Ol 
9! ¢g 4 25 1171 Grundkost + Oxyprolin 56 2,24 
lO} 12 50 48 Grundkost 77 1.55 
10) 4 25 {125 Grundkost + Oxyprolin 54 2,16 





Nachdem man Prolin der Grundkost zugetan hatte, sollte 
Ratte Nr. 7 ihr Gewicht aufholen und dem der Ratte Nr. 1 an- 
cleichen. Jedoch blieb Ratte Nr. 7 nach 88 Wochen noch um 
15—20 ¢ zuriick. 

Wihrend der 20. Woche stellte man den Hiamoglobingehalt 
des Blutes einer Ratte von jeder Versuchsreihe fest. Die Er- 
cebnisse sind in Tab. 2 wiedergegeben. 

Die Fiitterungsversuche mit Prolin fiihren also zu dem 
cleichen Ergebnis, das schon Sure erhalten hat. In gleicher Weise 
angeordnete Versuche mit Oxyprolin zeigen, da®B dieses Prolin 
ersetzen kann, und daB Ratten, wenigstens 20 Wochen lang, ganz 
normal wachsen, wenn sie statt Prolin Oxyprolin erhalten. 
is" 
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Tabelle 2. 











g | 2 3 E B 

= a Kostform % - = 

- 5 + E = 
& te 08 5 
~ 5 es ea 

| $ Grundkost +- Prolin 7 60000 115 0,76 

(irundkost Prolin zugefiict 

7 ; einen Monat zuvor 9 160000 110 0.6 

s ; Grundkost 9 480000 97 0.51 

D ; Grundkost +- Oxyprolin 9 200000 120*) 














Sehr wahrscheinlich also geht ersteres im Stoffwechsel in das 
letztere tber. 
Zusammenfassung. 


1. Oxyprolin kann Prolin als zum Wachstum notwendigen 
KiweiBbaustein ersetzen. 
2. Oxyprolin entsteht wahrschemlich aus Prolin als Zwischen- 
produkt im Stoffwechsel. 
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*) HamoglobinmaBstab nur bis 120. 
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Co-Zymase und Adenylsdure. 
Von 
Hlans y. Euler und Karl Myrbiick. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1931.) 


Die Rolle der (Muskel-) Adenylsiiure, der Pyrophosphor- 
siure und speziell der Verbindung dieser beiden IXorper, der 
Adenosintriphosphorsiure im Kohlehydratstoffwechsel ist in letzter 
Zeit Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen. Genannt 
seien hier nur die Arbeiten von EKmbden und Mitarbeitern!) 
iiber die Isoherung der Muskeladenylsiure, iiber deren fermen- 
tativen Desaminierung, tiber ihre Mitwirkung bei der enzyma- 
tischen Oxydoreduktion usw., die Arbeiten von Meyerhof und 
Lohmann?) tiber das Pyrophosphat und iiber die Mitwirkung 
von Muskeladenylsiure und Adenosintriphosphat im Kolhile- 
hydratabbau, und anschheBend die Arbeit von Fiske und Sub- 
harow’) tiber die Isoherung des Adenosintriphosphats und 
anderer Phosphate aus Muskel usw., sowie tiber die Rolle des 
Adenosintriphosphats als Muttersubstanz der Muskeladenylsiiure 
und des Pyrophosphats. 

Auch in Hinsicht auf diese und dhnliche Untersuchungen 
kénnen die letzten Arbeiten aus diesem Institut ber die Co-Zymase 
(Hardens Co-Enzym der alkoholischen Giirung) vielleicht einiges 
Interesse beanspruchen. Die von uns gewonnenen reimsten Co- 
Zymasepraparate mit ACo-Werten von 100000—160000 (mehr 
als 200mal reiner als normale Hefenextrakte) haben, wie schon 


1) Embden u. Mitarbeiter, Diese Z. 167, 137 (1927); 179, 149 (1928); 
179, 161 (1928); 179, 186 (1928); 179, 226 (1928); IS1, 130 (1929); 186, 205 
(1929); 187, 53 (1930); 190, 62 (1930); Wassermeyer, Ebenda 179, 238 
(1928); Schmidt, Ebenda 179, 243 (1923). 

*) hannah, Biochem. Z. 194, 306 (1928); 202, 466 (1928); 208, 164 
(1928); 208, 172 (1928); 222, 324 (1930); Naturw. 16, 298 (1928); 17, 624 
(1929). 

3) Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. SI, 629 (1929); Science 70, 
381 (1929). 
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mitgeteilt wurde!), eine Zusammensetzung, die beweist, dab die 
Priiparate beinahe ausschlieBlich aus einer Adenylsdiure oder 
einfachem Derivat davon bestehen, wobei allerdings noch nicht 
bewiesen ist, daB die Aktivitét (Co-Zymasewirkung) wirklich an 
dieses Nucleotid vekniipft ist. Besonders wichtig ist nun, da 
unsere ,,Adenvlsiure in vielen Hinsichten in ihrem chemischen 
Verhalten mit der Muskeladenylsiiure tbereistimmt und im 
scharfen Gegensatz steht zu der sogenannten Hefenadenylsiure, 
die durch vorsichtige Hydrolyse aus der Hefenucleinsdure ge- 
wonnen wird. (Hier kann bemerkt werden, daB, unabhangig 
davon, ob das von uns isolierte Nucleotid die Co-Zymase ist oder 
nicht, jedenfalls aus Hefe eine Adenylsiiure gewonnen wurde, die 
von der sogenannten Hefenadenylsiiure stark verschieden ist. bis 
wir aber mehr iiber die wirkliche Natur unserer ,,Adenylsiure* 
wissen, wollen wir keine neuen Namen vorschlagen.) 

Kinen Zusammenhang zwischen Co-Zymasewirkung und 
Muskeladenylsiure, d. h. der aus-Muskelfleisch isolierten Adenyl- 
siiure, hat Lohmann?) geglaubt gefunden zu haben. Aus seinen 
letzten Verdffentlichungen geht jedoch hervor, daB die unmittel- 
bare Wirkung von dem Adenosintriphosphat ausgeiibt wird und 
dai die schwiichere Wirkung der Muskeladenylsiiure wohl so zu 
deuten ist, daB daraus mit Phosphat (Pyrophosphat) Adenosin- 
triphosphat entsteht. Seine Versuche sind mit dem glykoly- 
tischen Ferment des Muskels ausgefiihrt, das bekanntlich mit 
dem eigentlichen Hauptteil des Zymasekomplexes der Hefe 
als identisch angesehen werden kann. Auch gibt Lohmann an, 
daB seine Beobachtungen auch bei der alkoholischen Gérung 
wieder gefunden werden konnten. Nach Lohmann kann die 
Co-Zymase bei Glykolyse und Girung durch Adenosintriphos- 
phat +- Magnesium ersetzt werden. Dieselbe, aber schwichere, 
Wirkung sollen Muskeladenylsiure + Mg zeigen. Ob die von uns iso- 
lerte Co-Zymasefraktion ihre Wirkung einem Gehalt an Adenosin- 
triphosphat verdankt, li8t Lohmann unentschieden, hebt aber 
hervor, daB unsere Co-Zymase auch Mg bedarf, was auch voll- 
kommen richtig ist, wenn mit von Me befreiter Apo-Zymase ge- 
arbeitet wird. Sollte die Co-Zymasewirkung unserer Praéparate 
auf einem Gehalt von Adenosintriphosphat beruhen, so wiire ja 
danut das Co-Zymaseproblem in einem gewissen Sinne_ gelost. 


!) Euler u. Myrback, Diese Z. 198, 219 (1931). 
2) Lohmann, Naturw. 19, 180 (1931). 
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Aus verschiedenen Griinden schien es uns aber nicht gut moglich, 

da unsere Priparate Pyrophosphat in freier oder gebundener 

Form enthalten.!) Ein Vergleich zwischen der Wirkung unserer 
| Praiparate und der angeblichen Wirkung von Muskeladenylsiiure 
| bzw. Adenosintriphosphat war also notwendig. 

Von der Muskeladenylsiiure kamen drei verschiedene Pri- 
parate zur Anwendung, von dem Adenosintriphosphat em Ca- 
Salz. Fir die Uberlassung von Material sind wir Herrn Prof. 
G. KEmbden, sowie Herrn Prof. Dr. K. F. Sehmidt, Heidel- 
berg, zu groBem Dank verpflichtet. 

Alle Versuche wurden nach der schon mehrmals beschriebenen 
, Mikrogirmethode ausgefiihrt. Die Apo-Zymase?) (mehrere Pripa- 
| rate wurden angewendet) war durch sorgfiltiges Waschen aus 
unserer sterilen Trockenunterhefe dargestellt. Ohne Co-Zymase- 
zusatz waren die Apo-Zymasepriparate in Zucker—Phosphat— 
Zymophosphatlésung von px = 6,4 inaktiv. Die Versuchslosungen 
hatten folgende Zusammensetzung: 


0,3 g trockene Apo-Zymase, 0,1 ccm 5°/, iges hexosediphosphorsaures Na, 
0,1 g¢ Glucose, Co-Zymase oder andere Zusitze 


0,5cecm 10°/,iger Phosphatpuffer Wasser zu einem Totalvolumen von 2 cem. 


Schon aus dlteren Arbeiten aus diesem Laboratorium geht 
hervor, daB die gewohnliche Hefenadenylsiiure auf die Gairung 
keine Wirkung hat. Wiederholte Versuche mit einem reinen 
Praiparat nach Levene gaben dasselbe Resultat. Dies ist auch 
in Ubereinstimmung mit den Befunden bei der Glykolyse. 


1. Wirkung der Adenylsaure. 


Die in dieser Untersuchung angewendeten Apo-Zymasepripa- 
rate enthalten die optimale Menge Magnesium. Wir haben zuerst 
untersucht, ob die Muskeladenylsiure bei der Giirung die Co- 
Zymase ersetzen kann, d.h. ob unsere an sich inaktiven Apo- 
Zymasepriiparate mit Muskeladenylsiure (und Mg) eine NKohlen- 
siureentwicklung geben.3) Beispiel: 

1) Euler u. Myrback, a.a. O. 

2) Wir verwenden im Einverstandnis mit Neuberg die Bezeichnung 
..Apo-Zymase“ fiir das von Co-Zymase befreite gesamte Zymasesystem. 
Fiir den rein enzymatischen Aktivator-freien Komplex fiir das gesamte 
Zymasesystem ,,Panzymase“ gebrauchen wir den alten Namen ,,Zymase*. 

3) Ob Muskeladenylsiiure neben Co-Zymase —- Mg den dritten not- 
wendigen Aktivator der Co-Zymase bildet wird hier untersucht. 
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Zusatz cem Kohlensaure 
I. Ol | - Q.2 —- 0,2 
r - 0,13 mg Adenylsdure 0,1 — 0,2 ~_ 0,3 
3, 1O mg i 01 ~~ (2 -— 0,2 
a 0.2 ccm Hefekochsaft 1.6 4.0 6.5 8.8 : 
”, 0,03 mg Co-Zymase . 

ACo 100000 LZ 2.8 4.3 5.8 Pe 

Zeit: Stunden | O5 l 15 2 2.5 


In Ubereinstimmung mit dlteren Versuchen finden wir, daB 
miBige Mengen von Muskeladenylsiiure (+ Mg) keine meBbare 
Co-Zymasewirkung geben. Der Versuch 4 zeigt, daB nach Zusatz 
von Hefe-Co-Zymase die Apo-Zymase eine starke Gérwirkung 
ausibt. Nun kénnte man eimwenden, dai die zugesetzten 
Mengen Adenylsiure viel zu klein sind, als da sie eine Wirkung 
zeigen konnten. Ob aber sehr groBe Mengen von Adenylsiure 
die Apo-Zymase aktivieren, ist in diesem Zusammenhang von 
weniger Interesse, da die Mengen unserer Co-Zymasepriparate, die 
sehr starke Gdrungen geben, viel kleiner sind. Versuch 5 be- 
weist ja, dai 0,03 mg eines unserer reineren Praparate eme Gir- 
geschwindigkeit von 3 cem CO, pro Stunde geben, wiihrend noch 
| me Adenylsiure keine meBbare Aktivierung hervorruit. 

Konnen wir also behaupten, dai die Muskeladenylsdiure (in 
den hier in Betracht kommenden Mengen, vgl. unten) keine Wir- 
kung auf unsere Apo-Zymase hat, so ist zu untersuchen, ob die 
Co-Zymasewirkung durch Zusammenwirkung von Adenylsdiure 
und einer unbekannten Substanz in unseren Praéparaten zustande 
kommt. Man koénnte, wenigstens nach Lohmanns Versuchen, 
erwarten, dai} die durch unsere Co-Zymase bedingte Giérung durch 
weiteren Zusatz von Adenylsiiure verstirkt werden kénnte. So 
wurde beispielsweise ein Priaparat mit ACo = 88000 untersucht : 











Co-Zymase Adenylsaure ‘ P 

hg, home eer donipiaaa ecm Kohlensiure 
in mg in mg 
0.06 0.9 2,1 3,9 6.1 7.4 
O06 O13 1 2.3 4.5 6.4 7.4 
0.06 0.30 0.9 23 4.3 64 |] 75 
(065 1.00 0.7 1.8 3.5 59 |} 69 

Zeit: Minuten | Ld 30 5O | %5 105 


Will man in diesen Versuchen von einer Aktivierung durch 
Muskeladenylsiiure sprechen, so ist sie jedenfalls sehr klein. 


die 
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Man kann nun einwenden, dafi unsere Co-Zymasepriiparate eine 
fir die vollstandige Aktivierung ausreichende Menge Muskel- 
adenylsiure enthalten. Wir haben ja auch selbst zu zeigen ver- 
sucht, daB unsere Priiparate zum gréBten ‘Teil aus einem Nucleotid 
bestehen, das mit der Muskeladenylsiiure eine gewisse Ahnlichkeit 
hat. In keiner Weise konnte aber die Co-Zymasewirkung von 
diesem Nucleotid getrennt werden. (Unterschiede von der Adeny!- 
siure bestehen auch: scheint u.a. die Loslichkeit unseres 
Nucleotids eine viel gréBere zu sein.) Folgender Versuch wurde 
mit emem Co-Zymasepriparat angestellt, das mit der Absicht, 


SO 





eventuelle freie Adenylsiure abzutrennen, fraktioniert worden war. 











C'o-Zymase Adenylsiure ‘ — 
a ae cem Kohlensiure 
In mg In mg 
0] ll | 22 |/44/— | 59 /| 69] 88 
01 15 13d | 2,6 | 4,8 | - 6,0 6,7 | 8,5 
0,25 - 1,2 o.7 D9 6.9 — oe 
0,25 15 1.6 3,4 9,0 5,5 
Zeit: Minuten | 15 30 50 | 60 75 95 | 170 
Die in diesem Versuch sehr groBen Adenylsiiuremengen ver- 
eroBern die Garungsgeschwindigkeit, wenn wberhaupt, so nur 


ganz unbedeutend und jedenfalls nur anfangs. Mit einem Priiparat 
von ACo = 100000 wurde ein ihnlicher Versuch ausgefihrt: 











Co-Zymase Adenylsaure . ie 
oh, ti cem Kohlensaure 
in mg in mg 
0.06 as 0,65 1,9 — 3,9 D4 6.9 7.9 
0,06 3) 0.65 1,9 - 39 5.3 65 1,3 
0.06 15 0.65 10 3,6 4.9 6.5 7,9 
0,09 a 1,0 2,4 4.5 6.4 8.5 - 
O09 D 1,1 2,4 D0 6,5 8,4 
0.09 15 1.0 2,5 4.5 6,1 7,9 

Zeit: Minuten | 15 | 30 | 45>, 60 | 75 | 90 120 

SehlieBlich folgender Versuch mit einem der reinsten bisher 


“sewonnenen Co-Zymasepriparate: ACo = 160000. 





Co-Zymase in mg | Adenylsaure in mg 








cem Kohlensiure 


O01 5 i yA | 4.5 
O01 ] OD ho 3.0 4.5 
O01 10 OD 1] 2,8 44 

Zeit: Minuten 30 60 124) iSO 
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Alle diese Versuche zeigen nun ibereinstimmend, daB die 
Muskeladenylsiure in miéiBigen Mengen, auch bei Gegenwart 
unserer Co-Zymase, keine Aktivierung verursacht, welche wher 
die durch die Co-Zymase bedingte hinausginge. 

Will man annehmen, daB die von Lohmann _ beobachtete 
Aktivierung des ,,milchsiurebildenden Fermentes‘‘ der Muskel 
durch Muskeladenylsiure dadurch zustande kommt, daB diese 
unter KinfluB des Muskelpriiparates mit dem Phosphat der Losung 
Adenosinpyrophosphorsaure gibt, so konnte man die fehlende 
Wirkung in unseren Versuchen darauf zurickfiihren, da aus der 
einen oder anderen Ursache keine Synthese eintritt. In diesem 
Kalle muB aber das direkt zugesetzte Adenosintriphosphat auch 
in unseren Versuchen als Co-Zymase wirken. 


2. Wirkung der Adenosintriphosphorsaure. 


Wie erwiihnt, sind die folgenden Versuche mit einem Calcium- 
salz der Adenosintriphosphorsiiure ausgefiihrt, das wir Herrn 
Prof. Embden verdanken. 

Die ersten Versuchsreihen wurden mit einem Apo-Zymase- 
priparat von mittlerer Garkraft ausgefiihrt. Anfangs wurden 
Versuche mit ganz kleinen Mengen Adenosintriphosphat gemacht, 
Mengen von derselben GréBenordnung, wie die zu den entsprechen- 
den Girversuchen angewandten Mengen unserer Co-Zymase- 
priiparate, die bequem ablesbare Giirungsgeschwindigkeiten geben. 
In der 1. Versuchsreihe Adenosintriphosphorsiiure, aber keine 
Co-Zymase : 








Adenosin 
triphosphat cem Kohlensaure 
In mg 
0] 0.2 0.3 0.3 0.3 0,4 0.45 0.7 
OT] 0.2 0.2 0.3 3 0.3 0.4 0.4 0.6 
0.027 (2 0.2 0.3 0.3 0.3 OD 0.55 0.7 
0,127 0,2 0.3 4 OD 0.6 0,7 OS 1.1 
0,27 O4 0.6 0,8 1.2 1,3 1,6 1,8 2,8 
Zeit: Minuten | 24) 40) | 60) 80) 100 135 155 320 


Von den kleineren Mengen ist keine Wirkung meBbar, bei der 
eréBten ist eine kleine Aktivierung vorhanden. Wir haben daher 
Versuche mit gréBeren Mengen angestellt. Beispiel: 














y 
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Zusatz cem Kohlensiure 


oo 0] 0,2 0,25 | 0,35; 0,4 0,45 | 0,5 0.5 O65 

0,04 mg Co- 
Zymasepraparat | 0,30 0,75 15 2,2 2,9 | 3,7 45 | 5,9 | 8,2 
0,8 mg Adenosin- 
triphosphat. .] 0,3) 0,75 1y 


wt 
~ 
a. 
aed 
— 
rem 
. 
—. 
pan 
=_ 
a. 
) 
yf 
y 





Zeit : Minuten | 15 30 | 45 60 75 90 | 105 | 125 | 180 

In diesem Versuch zeigt sich unzweifelhaft eme Co-Zymase- 
wirkung des Adenosintriphosphorsdurepriparates. Sie ist aber 
recht klein, etwa so groB wie die Wirkung einer 20mal kleineren 
Menge eines von uns hergestellten Co-Zymasepraparates. Folgende 
Versuchsreihe wurde nun mit sehr groBen Mengen der Adenosin- 
triphosphorsiure ausgefihrt : 








Adenosin- 
triphosphat cem Kohlensaure 
in mg 
oe 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.3 
0,4 O15 0,45 0,6 O85 1,3 Is 
0.9 0.4 0.9 15 23 4,1 55 
5,5 3,2 4.8 5.8 6.7 84 Q5 
4 25 4,2 5.2 6,1 7.9 G4) 
Zeit: Minuten | 15 30 45 60 ay 120) 


Diese sehr groBen Adenosintriphosphatmengen geben starke 
Garungen, und zwar finden wir, daB sie von derselben GréBen- 
ordnung sind wie die durch Uberschuf unserer Co-Zymase- 
priparate erreichbare Geschwindigkeit. Um diese Verhiltnisse, die 
fir das Verstandnis der Versuche von gewisser Bedeutung sind, 
besser kennen zu lernen, haben wir in folgender Versuchsreilhe 
die Wirkung von Adenosintriphosphorsiiure und von einem Co- 
Zymasepraiparat verglichen und zwar unter Anwendung eines 
frisch hergestellten, sehr girkraftigen Apo-Zymasepriiparates. 

Das Gebiet der Proportionalitaét zwischen Girungsgeschwindig- 
keit und Aktivatormenge reicht bei diesem Apo-Zymasepriparat 
etwa bis zu 15 cem CO, pro Stunde. Aus den Versuchen 6 und 7 
berechnen wir also den Reinheitsgrad unserer Co-Zymase zu 
ACo = Anne = 100000. Aus dem Versuch 1 finden wir, wenn 
wir das angewandte Adenosintriphosphorsiiurepriparat als Co- 























P Zusatz ccm CO, 
= eem Kohlensiure ' ~ Stunde 
y = maximal 
! | 
; triphosphat | 
- | 1,06 0,3 0,8 13 2, 4,0 6,1 7,3 8,2 10.6 12,7 14,2 | 15,4 12 
r 2 2,13 0,6 2.0 3.6 5,1 7,1 8,2 9,1 100 122 18.7 | 15,0 | 16,2 | etwa 20 
= 3 4,26 1.8 5,0 | 66 7,5 8.6 9,6 10,6 | 11,7), 14,2) 16,3 | 17,8 | 18,9 » 28 
— 4 8.3 2.0 5.1 | 68 7.5 8.7 98 10,9 12.0 14,0) 15.8 17,2 28 
2 5 15 2.0 5.1 | 67 7.0 8.8 9,8 10.9 11,7 13.5 14.8 G1 17.3 28 
= Co-Zymase 
© 6 0,06 01 0.2 O.4 O.7 1,2 he 2,7 3,6 6,7 8,5 10,4 11,9 6,0 
Q 7 0,08 02 | 04 | os 12 | 22 | 33 | 48! 60) 88 | 1061] 11:9 | 132 8.0 
b 8 0.2 1s | 3.0 4.5 6.3 7.7 S7 9.6 11,8 13.3 14.4 15.4 20 
- ) 0.3 55 | G8 7.3 8,2 8.0 0.7 LO. 12,3 13,7 15.0 16,2 etwa 2S 
= 10 O.6 15 | UO 7.4 8.4 9] 9,5 LO] 12, 13.4 14.5 15,5 » 2 
1! 1.4 zZ,% OS 7,1 7.8 8.6 9,2 9,9 LO5 12.6 14.0 15.3 165 28 
12) | Ohne Zusatz O40) O40) (] 1 ().D 0.2 O93 0.3 (4 (4 OD O5 
ae Zeit: Minuten ° 10 LD 20) 30) 40) 50 GO a) 120 [50 Iso 
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: 
Zvmasepriparat betrachten, den ACo-Wert ACo 0Gi03 11 000. 
Beriicksichtigen wir nun, daB das zu diesen Versuchen angewandte 
Co-Zymasepriparat nicht zu den allerreinsten ziihlt, sondern dab 
solehe von ACo bis zu 160000 gewonnen worden sind, so finden 
wir, daB die Co-Zymasewirkung des Adenosintriphosphats (auch 
wenn wir den Ca-Gehalt des Priiparates abziehen) hochstens 10°) 
der Wirkung unserer reinsten Priiparate ist. (Besondere Versuche 
zeigten, daB die Anwesenheit von Ca-Ionen noch in etwa 10mal 
so hoher Konzentration, wie die hier in Frage kommende, die 
Garungsgeschwindigkeit nicht vermindert.) 

Es liegt nun nahe zu fragen, ob nicht die beobachtete Co- 
Zymasewirkung des Adenosintriphosphats damit zusammenhiingt, 
daB Co-Zymase (in dem von uns gebrauchten Sinne des Wortes) 
in dem Priparat vorkommt. Bedenkt man, dab das Adenosin- 
triphosphat (und wbrigens auch die Muskeladenylsiure) aus stark 
Co-zymasehaltigem Material gewonnen wird, daB die [solierungs- 
methoden so schonend sind, dafs vorhandene Co-Zymase wahr- 
scheinlich nicht wesentlich inaktiviert wird, und schheBlich, dab 
die Zusammensetzung unseres Nucleotids (das die Co-Zymase ist 
oder begleitet) derjenigen der Adenosintriphosphorsiiure recht nahe 
kommt, so erscheint es nicht unmoglich, dab die von Lohmann 
cefundene Co-Zymasewirkung des Adenosintriphosphats durch 
Verunreimigung des Priiparates mit Co-Zymase  vorgetiiuschit 
wurde. 

Sollte es sich herausstellen, daB auch dem reinen Adenosin- 
triphosphat eine Co-Zymasewirkung zukomimt, so ist dies natiir- 
lich von gréBtem Interesse. Unter keinen Umstiinden kann aber 
die Wirkung unserer Priparate durch einen Gehalt von Adenosin- 
iriphosphat erklirt werden. 

Die in obiger Tabelle angefiihrten Versuche (besonders die 
mit den gréBeren Aktivatormengen) sind angestellt, um zu unter- 
suchen, wie sich die durch UberschuB der Aktivatoren bedingten 
Maximalgeschwindigkeiten zueinander verhalten. Wir haben die 
Resultate in folgenden 2 Figuren zusammengestellt : 

Ausgezogene Kurven und Ringe bedeuten die Versuche mit 
\denosintriphosphat. Die Co-Zymaseversuche sind durch ge- 
strichelte Kurven und Kreuze veranschaulicht. Wir finden also 
nicht nur, da®Bh die Girkurven durehweg vollkommen dieselbe 
Form haben, sondern auch, wie Figur 2 deutlicher zeigt, dab 
die Kurven: Maximalgeschwindigkeit—Aktivatormenge (bei passen- 
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der VergréBerung der Abscisse in den Co-Zymaseversuchen) voll- 
kommen zusammenfallen und vor allem dasselbe Maximum haben. 
Dies wird wohl am einfachsten gedeutet, wenn wir bis auf weiteres 
annehmen, daB das Adenosintriphosphat Co-Zymase enthalten 
hat, und daB also in beiden Fallen derselbe Aktivator wirksam war. 

SchheBlich wurde nochmals untersucht, ob auch mit Muskel- 
adenylsiure in groBen Mengen und bei langen Versuchszeiten eine 
Aktivierung der Apo-Zymase zu beobachten ist. 








Zusatz cem Kohlensaure 
seas 0.1 0.2 0.3 0.6 1,0 1,2 15 
16 mg Muskeladenylsiure 0.1 0,2 0.4 1 20) yA 3.5 
Zeit: Minuten | 15 | 30 60 120 | 210 | 270 | 360 


Die Versuchsdauer ist hier zwar so lang, da keine sicheren 
Schliisse mehr gezogen werden kénnen. Jedenfalls ist, wenn wir 
die Muskeladenyvlsiiure als ein Co-Zymasepriparat betrachten 

ar re 0.4 ne . 
wollen, der ,,Reinheitsgrad*’ ACo < ane - 285. Um diese Wir- 
kung der Adenylsiiure durch Verunreinigung mit Co-Zymase zu 
erklaren, braucht man nur anzunehmen, dah darin weniger als 
0,02°/, unserer reinsten Co-Zymase vorkommt. 
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Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 
II. Mitteilung. 


Von 


S. Edlbacher und W. Kutscher. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Physiologischen Instituts Heidelberg.) 
J 


(Der Redaktion zugegangen am 5d. Juni 1931.) 


In der ersten Mitteilung iiber dieses Thema haben E. und Merz?) 
gezeigt, daB in allen Geweben, in denen gesteigertes Wachstum 
stattfand, eine héchst charakteristische Steigerung der Arginin- 
spaltung durch Arginase nachweisbar war, einerlei, ob es sich 
um benigne oder maligne Neoplasmen handelte. So konnte eben- 
falls der Beweis gefiihrt werden, dai Granulationen, Embryonal- 
gewebe usw. in der gleichen charakteristischen Weise reagierten. 
In Verbindung mit friiheren Untersuchungen?) unseres Labora- 
toriums, welche die eindeutige Beziehung zwischen Sexualitiit und 
Argininstoffwechsel darlegten, wurde die gesteigerte Fihigkeit 
der Gewebe, die Arginasespaltung durchzufiihren, als ein Wachs- 
tumsphiinomen definiert, das sich besonders bei der raschen Zell- 
teilung maligner Gewebe dokumentiert. 

Die grundlegenden Untersuchungen von Miescher und 
namentlich von A. Kossel und seinen Mitarbeitern haben die 
dominierende Stellung des Arginins bei der Produktion der 
miinnlichen Keimzellen ergeben und die obenerwihnten Unter- 
suchungen unseres Laboratoriums waren von diesen Gesichts- 
punkten aus begonnen worden. Es lag nun selbstverstiindlicl 
nalie, in diesem Zusammenhange das Verhalten aller derjenigen 
Stotfe zu untersuchen, welche neben der Eiwei8komponente als 
wichtigste Bausubstanzen der Zellkerne figurieren. Es wurde 
daher das Verhalten der Nucleinsiiuren bei allen derartigen 
Vorgiingen zum Gegenstande unserer Untersuchungen gemaclit. 


') Diese Z. 171, 251 (1927). 
2) Edlbacher u. Rithler, Diese Z, 148, 264 (1925). 
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Durch ihren Phosphorgehalt stellen diese Su’ stanzen methodisch 
ein iuBerst giinstiges Untersuchungsobjekt da . Andererseits war 
es auch von allergréBter Bedeutung, die R lle der Phosphor- 
siure bei den Teilungs- und Wachstumsvorgiingen kennenzulernen, 
denn die fundamentalen Erkenntnisse, welche durch die Unter- 
suchungen von Embden, Euler, Meyerhof, Neuberg, Thann- 
hauser, Warburg und ihrer Mitarbeiter u. v. a. ergriindet wurden, 
haben die groBe Bedeutung der Phosphorsiiure fiir eine Reihe 
ven Stoffwechselvorgiingen ergeben. 

Ks ergab sich also zunichst die Notwendigkeit, systematisch 
zu untersuchen, welche Phosphorverbindungen im- Tumorgewebe 
in gréBeren Mengen auftreten und dann auf Grund dieser Er- 
kenntnis festzustellen, welche von den in Betracht kommenden 
Substanzen besonders stark umgesetzt werden. Wir haben dem- 
entsprechend zuniichst untersucht, wie sich Tumorgewebe beziig- 
lich seiner Phosphorsiureabspaltung verhilt und zwar priiften 
wir das Vorkommen derjenigen Phosphorsiurelieferanten, deren 
Anwesenheit besonders in der Muskulatur durch die oben 
genannten Forscher nachgewiesen wurde. Wie wir im experi- 
mentellen Teil an Hand ausfithrlicher Versuchsprotokolle zeigen 
weracn, findet sich im Miusecarcinom weder Kreatin- noch 
Argininphosphorsiure und hiéchstwahrscheinlich nur geringe 
Mengen von Pyrophosphat. Digeriert man Carcinombrei in Bi- 
carbonat, so findet eine Abspaltung von anorganischer Phosphor- 
siiure statt, welche durch Fluoridzusatz nicht gehemmt wird. 
Wird die Muskulatur normaler Mise beziiglich ihrer Phosphor- 
siureabspaltung mit derjenigen von Carcinommiusen verglichen, 
und zwar mit und ohne Fluoridzusatz, so lift sich die Phosphor- 
siureabspaltung in der Muskulatur des Carcinomtieres durch 
Fluorid wie in der des normalen Tieres hemmen. Nur zeigt der 
Vergleich der Werte’), daB die Phosphorsiureabspaltung beim 
Carcinomtier von einem héheren Niveau aus beginnt. Untersucht 
man die Leber’) normaler und carcinomatéser Tiere, so ergibt 
sich auch bei der Digestion in Bicarbonat ein etwas erhdhter 
Gehalt an anorganischer Phosphorsiiure. In diesem Falle wird 
aber die Abspaltung von anorganischer Phosphorsiiure im Gegen- 
satz zu den Versuchen mit Carcinombrei durch Fluorid 
sehemmt. 

1) Failey u. Wagenen, Diese Z. 184, 209 (1929). 

2) Dische u. Laszlo, Biochem. Z. 175, 412 (1926); Riesser, 
Diese Z. 161, 149 (1926); F. Krause, Diese Z. 168, 216 (1927). 
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Die Strukturgebundenheit der Milchsiéurebildung im Carcinom- 
gewebe, die von Warburg!) gefunden wurde, lieB es uns von 
vornherein als unwahrscheinlich erscheinen, daB die im Tumor- 
brei gefundene geringe Phosphorsiiurebildung anf glykolytische 
Vorgiinge zuriickzufiihren war und in dieser Hinsicht unternom- 
mene Milchsiiurebestimmungen ergaben auch das vollkommene 
Fehlen von Milchsiurebildung. Auf Grund dieser Tatsache und 
dem vdlligen Fehlen der Fluoridhemmung der Phosphorsiure- 
abspaltung im Tumorbrei kamen wir zu der Annahme, daB dieser 
Anstieg von anorganischem Phosphat méglicherweise gar nichts 
mit den glykolytischen Vorgaingen zu tun hat, sondern auf einen 
Zerfall von Phosphatiden oder Nucleinstoffen zuriickzufiihren ist. 
Die Untersuchungen in dieser Hinsicht ergaben dann auch als 
erstes wichtiges Resultat, daB das Tumorgewebe in enormem 
Umfange die Fihigkeit besitzt, aus zugesetzter tierischer oder 
pflanzlicher Nucleinsiiure grofe Mengen von anorganischer 
Phosphorsiiure abzuspalten. Es ist also im Tumorgewebe 
eine Phosphatase vorhanden, die ihnlich, wie diein der 
Leber auftretende, von Thannhauser und Deutsch?) be- 
schriebene Phosphatase Nucleinsiiuren zerlegt. Dieser Befund 
hildet zuniichst eine Bestiitigung einer schon im Jahre 1912 von 
(toodman®*) mitgeteilten Beobachtung, dab sich im Tumor eine 
sog. ,,.Nuclease“ vorfindet. Ein Vergleich dieses im Tumor auf- 
tretenden dephosphorylierenden Fermentes mit der von Thann- 
hauser beschriebenen Phosphatase zeigte gréBte Ahnlichkeit 
zwischen Leber und Tumorferment, wie im experimentellen Teil 
ausfiihrlicher dargelegt ist. Wie die dort wiedergegebenen Ver- 
suchsprotokolle zeigen, wurden die Versuche an drei verschiedenen 
Impftumoren, nimlich am Ehrlichschen Miusecarcinom, am 
Jensenschen Rattensarkom und am Rousschen Hiihnersarkom 
durchgefiihrt. Die beiden Siugertumoren spalten in ganz enormem 
Umfange, wiihrend das Hiihnersarkom nur eine geringfiigige 
Spaltung aufweist. In dieser Hinsicht verhilt sich das Hiihner- 
sarkom vollkommen analog, wie bei Arginasespaltung‘), bei der 
eine deutliche, aber im Vergleich zum Siugertumor geringfiigige 
Harnstoffbildung beobachtet wurde. Es zeigt dies, daB die Stoff- 


') Warburg, ,,Stoffwechsel der Tumoren“, Springer, Berlin. 
2) Diese Z. 171, 264 (1927); 185, 146 (19303; 186, 1 (1930); 189, 174 


(1930) 


8) J. of exp. Med. 15, 477 (1912). 
‘) Edlbacher u. Merz, a. a. O. 
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wechselvorgiinge beim Vogel in vielfacher Hinsicht andere Wege 
nehmen als beim Séuger und daB der Unterschied zwischen 
Harnstoff und Harnsiuretieren beziiglich ihres Stoffwechsels ein 
sehr tiefgehender ist; prinzipiell findet aber auch beim Hiihner- 
tumor eine Dephosphorylierung der Nucleinsiiure statt, was be- 
sonders bei Versuchen mit 24stiindiger Expositionszeit deutlich 
hervortritt. In vollkommener Analogie mit den Impfcarcinomen 
zeigen Miiuseteercarcinome als Spontantumoren ebenfalls die 
Dephosphorylierungsreaktion. Diese Reaktion des Carcinombreis 
hat bei Miiuse- und Rattentumoren einen derartig enormen Um- 
fang, daB bei 3stiindiger Exposition bei 37° fast 40°/,, bei 
24 stiindiger Exposition die Gesamtmenge des als Nucleinsiiure 
zugesetzten Phosphors in Form von anorganischer H,PO, ab- 
gespalten wurde. In Fortfiihrung dieser Versuche untersuchten 
wir eine gréBere Anzahl menschlicher Carcinome’) und fanden 
in allen Fillen die Spaltung wieder; selbstverstiindlich waren die 
Ausbeuten an Phosphorsiiure hier wechselnd, da es in den selten- 
sten Fallen gelingt, reines Tumorgewebe zu erhalten. 

Wir miissen also daraus den SchluB ziehen, daB Dephosphory- 
lierung der Nucleinsiiure ein Vorgang ist, der in allen malignen 
Neoplasmen ablauft. Die Untersuchung von benignen Tumoren, 
wie sie z.B. Nasenpolypen und Granulationen darstellen, ergaben 
ebenfalls eine geringe, aber deutliche Spaltung. Auf eine Unter- 
suchung von embryonalem Gewebe haben wir in diesem Zusammen- 
hange verzichtet, denn ein von vornherein zu erwartender positiver 
Ausfall der Reaktion hiitte zu keiner Aussage fiihren kénnen, da 
im Embryonalbrei die Anlage aller derjenigen Organe enthalten 
ist (wie Leber, Thymus, Niere) die auch im erwachsenen Organismus 
die Spaltung zeigen. Wir haben eine gréBere Zahl der verschie- 
densten Organe beziiglich der Dephosphorylierungsreaktion unter- 
sucht und die Placenta reich an Ferment gefunden. Im Blute 
fanden wir nur minimale Spaltung; im normalen ebenso, wie im 
Blute von Patienten mit fortgeschrittenen Carcinomen.”) Doch 
reicht die Empfindlichkeit des Bestimmungsverfahrens nicht aus, 
um iiber eine eventuelle Steigerung der Spaltung im Carcinomblut 
sichere Aussagen machen zu kénnen. 


1) Wir verdanken dieses Material dem freundlichen Entgegenkommen 
ler Chirurgischen Universitiitsklinik Heidelberg (Direktor Ghr. Enderlen). 

*) Durch freundliche Vermittlung des Samariterhauses Heidelberg, 
Direktor Prof. Werner). 
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DaB aber der Tumor eine Umstimmung des Stoffwechsels des 
Gesamtorganismus herbeifihrt, konnte in eindeutiger Weise dadurch 
bewiesen werden, indem wir die Muskulatur des Carcinomtieres 
in analoger Weise untersuchten. Um sicher zu sein, nur reines 
Muskelgewebe zu verwenden und nicht etwa durch Knorpel und 
Knochenstiickchen verunreinigte Muskulatur zu untersuchen, stellten 
wir die Versuche mit der Muskulatur gréBerer Tiere, wie solcher 
von Sarkomratten und Sarkomhiihnern an. Wie wir erwartet 
hatten, zeigte die Muskulatur der Tumortiere in jedem Fall positive 
Reaktion. Sarkomrattenmuskulatur von Ratten mit etwa bohnen- 
sroben Tumoren spaltete teilweise stirker als der Tumor 
selbst. Sarkomhithnermuskulatur ergab ebenfalls eine deutliche 
Spaltung und besonders diese letztere Feststellung beweist, dab 
die Dephosphorylierungsreaktion auch fiir das Hiihnersarkom 
charakteristisch ist, trotzdem diese Reaktion im eigentlichen Tumor- 
gewebe sich nur in geringfiigigem Mabe nachweisen laBt. Im 
Gegensatz zu der Tumormuskulatur fanden wir in normaler Mus- 
kulatur niemals Spaltung. 

Fassen wir die mitgeteilten Tatsachen zunichst zusammen, 
so ergibt sich also, daf maligne Tumoren von Tier und Mensch, 
benigne Wucherungen und Granulationen durch das Auftreten einer 
Phosphatase charakterisiert sind, welche sowohl auf tierische wie 
auf pflanzliche Nucleinsiure einwirkt und wir neigen der Ansicht 
zu, in dieser Reaktion ein Wachstumsphinomen gefunden zu haben, 
welches auf den gesteigerten Stoffwechsel der chromatischen Sub- 
stanz zuriickzufiihren ist. Bevor wir auf alle die SchluBfolgerungen, 
die sich aus dieser ‘l'atsache ergeben, eingehen, wollen wir zuniichst 
auszugsweise die angestellten Versuche selbst beschreiben. 


Experimenteller Teil. 
Methodik. 


Beziiglich der Bestimmung der Phosphorsiiure bedienten wir uns teils 
der ausgezeichneten gravimetrischen Methode nach Embden, teils des 
colorimetrischen Verfahrens nach Fiske-Subbarow!) unter den von Loh- 
mann und Jendrassik?*) ermittelten Bedingungen. Die EnteiweiBung 
wurde entweder nach Schenk oder mit Trichloressigsiiure vorgenommen 
und wir haben uns durch eine groBe Zahl von vergleichenden Bestimmungen 
davon iiberzeugt, daB beide Methoden der Eiweibentfernung und auch beide 
Methoden der Bestimmung identische Werte liefern, wenn sie unter den in 


') J. of biol. Chem. 66, 375 (1925). 
?) Biochem. Z. 178, 419 (1926). 

















Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 905 


der Folge angegebenen Bedingungen ausgefiihrt werden. Nur beziiglich der 
Leber miissen wir die Erfahrungen Riessers (a. a. O.) bestiitigen, daB bei 
Versuchen mit diesem Organ infolge der groBen Glykogenmengen die Ent- 
eiweiBung nach Schenk vorteilhafter ist. GemiB der Vorschrift von Loh- 
mann und Jendrassik (a.a.O.) wurde bei allen colorimetrischen Be- 
stimmungen nur das Trichloressigsiureverfahren angewendet. 

Die quantitative Entfernung der unzersetzten Nucleinsiiure bereitete 
anfangs gewisse Schwierigkeiten, welche sich besonders stérend beim 
colorimetrischen Verfahren bemerkbar machten, indem nach dem Zusatz 
des Molybdatreagenses eine Triibung auftrat. Es zeigte sich aber, daB nach 
Zusatz eines gréBeren Uberschusses von Molybdiinschwefelsiure diese Triibung 
glatt und ohne Verlust an anorganischer Phosphorsiiure abfiltriert werden 
kann. Durch Vergleich mit der Originalmethode konnten wir feststellen, 
daB dadurch keine Fehler unterliefen. 


Tabelle 1. 














B BN Differenz 
3,745 3,720 — 0,025 
4,980 5,080 + 0,100 
1,310 1,229 — 0,081 
0,816 0,781 — 0,035 
4,420 4,330 — 0,090 
1,850 1,860 + 0,010 





Die Werte sind in Milligrammen H,PO, wiedergegeben; die Werte B 
wurden nach der Originalmethode von Lohmann und Jendrassik er- 
mittelt, die Werte BN nach Entfernung der zugesetzten Nucleinsiiure, wie 
unter Ziffer 4 beschrieben. 


Wir fiihren hier an einigen Beispielen den genauen Gang der ver- 
schiedenen Untersuchungsmethoden durch: 

I. Bestimmung der anorganischen Phosphorsiiure mit und 
ohne Fluorid. Das Tier wird durch Dekapitation getitet, der Tumor 
herauspriipariert und auf eisgekiihlter Glasplatte mit der Schere zerkleinert 
und in 3 Wiageglischen Portionen von etwa 1 g auf 5 Dezimalen ge- 
nau abgewogen. Die Wigegliischen werden mit A, B, C bezeichnet. 

A. Sofort 12 ecm Schenkreagens und Auffiillen auf 20 cem mit 
destilliertem Wasser. 

B. Sofort 6 cem 2°/,iges Bicarbonat; Exposition 38 Stunden bei 
Zimmertemperatur; dann 12 eem Schenkreagens und Auffiillen auf 20 cem 
mit Wasser. 

C. Sofort 6 ecm einer Liésung, bestehend aus n/s-NaF, 4°/, Glykogen 
(bzw. Glucose, Fructose) in 2°, Bicarbonat, dann wie bei B. 

Gleich beim Ansetzen wird der Gewebsbrei mittels eines kleinen 
Glasstiibchens, welches im Wiigegliischen verbleibt, innig verriihrt. Nach 
der EnteiweiBung erfolgt Filtration, Entquecksilberung mit H,S und Be- 
stimmung der Phosphorsiiure in einem aliquoten Teil des Filtrates nach 
Embden (a. a. O.), 
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II. Bestimmung der Arginin- und Kreatinphosphorsiure 
und der Pyrophosphorsiure. Genau nach der Originalvor- 
schrift.’) 

III. Bestimmung der Dephosphorylierung der Nucleinsiure 
im Gewebebrei in Anlehnung an die Untersuchungen von Thann- 
hauser und Deutsch (a.a.0.) Tétung des ‘Tieres und Abwiigen des 
Organbreies wie unter I). 


Der Ansatz geschieht in fulgender Weise: 





B Lb’ C 


5eem 2°, Bicarbonat | 5 cem 2°/, Biearbonat | 5 cem Glykogen, Fluorid, 
5 cem destill. Wasser ]5 cem 1°, Nucleinsiiure} Bicarbonatgemisch wie 
unter I. 


5 eem 1°/, Nuelcinsiiure 








Exposition 3 Stunden bei Zimmertemperatur bzw. 2 Stunden bei 37° bzw. 
24 Stunden bei 37° 
EnteiweiBung mit je 10 cem Schenkreagens; weiter wie bei I. 


IV. Bestimmung der Dephosphorylierung der Nucleinsiure 
auf colorimetrischem Wege. Wie schon vorhin erwihnt wurde, liBt 
sich die Nucleinsiiure durch Trichloressigsiiure bzw. Schenkreagens nicht 
quantitativ entfernen, Da infolgedessen bei Zugabe des Molybdatreagenses 
eine stérende flockige Triibung auftritt muB sie, wie angegeben, entfernt ; 
werden. Um eventuelle Fehler auszuschalten, werden auch zur Leerprobe 
nach dem EnteiweiBen mit 7°/, Trichloressigsiiure 5 eem 1°/, iger Nuclein- 
siiure zugesetzt. Der Ansatz wurde also wie folgt hergestellt: 








Leerprobe Versuch 


Je 5eem 2°), iges Bicarbonat 
10 *D 


| 5ecem 1°,ige Nucleinsiiure 
Exposition, EnteiweiBung mit je 10 cem 7°), iger Trichloressigsiure 
5ecem 1°, ige Nucleinsiure | 
Filtration 


Je 10cem des klaren Filtrates werden mit 5 ccm (!) des Molybdatreagenses 
versetzt und nach 5 Minuten langem Stehen filtriert. Sofort anschlieBend 
Colorimetrie. 


V. Bestimmung der Spaltung von hexosediphosphorsaurem 
Magnesium. Sie erfolgte genau wie bei 3. und 4., nur wurden jeweils statt 
der Nucleinsiurelésung 5 cem einer 1°/,igen Lésung von hexosediphosphor- 
saurem Magnesium zugegeben, welches wir auf die bekannte Weise aus 


Candiolin herstellten. 


1} Lobmann, Biochem. Z. 194, 307 (1928); Meyerhofu. Lohmann, 
Biochem. Z. 196, 37 (1928). 
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Wir verdanken dieses Priparat der Freundlichkeit der I. G. Farben- 
industrie A. G. Elberfeld, sowie auch der von Herrn Prof. C. Neuberg, 
der uns ein Quantum des fertigen Magnesiumsalzes zur Verfiigung stellte. 


Die Entfernung der Triibung fiel in diesem Falle natiirlich fort und 
die Colorimetrie wurde direkt im Filtrat nach der Enteiwei8ung und dem 
Auffiillen auf 20 cem durchgefiihrt. 


VI. Versuche mit Tumor- und Organtrockenpulver. C. Neu- 
berg, M. Kobel und H. Laser’) haben bei ihren Untersuchungen Aceton- 
trockenpulver angewendet. Wir haben in vollkommener Anlehnung an diese 
Untersuchung Careinom, Sarkom und Lebertrockenpulver bereitet. 0,2 g 
von diesein Trockenpulver, entsprechend 1,2 g frischem Organbrei, wurden 
wie unter 3. an Stelle des Organbreis verwendet. 

Bei allen Versuchen, die liinger als 2 Stunden bei 37° exponiert wurden, 
erfolgte Zusatz von einigen Tropfen Toluol, Alle in der Folge mitgeteilten 
Werte wurden mit mehrfacher Sicherheit ermittelt. Aus der Reihe fallende 
Resultate konnten wir niemals feststellen. Alle in den folgenden Tabellen 
mitgeteilten Zahlen bedeuten Milligramme Phosphorsiiure pro 1 g Organbrei, 
bzw. 0,2 g Trockenpulver, insofern nicht andere Angaben gemacht sind. 


Versuche tuber die Eigenspaltung des Ca-Breies. 

Sie ergaben, daB bei 3stiindiger Autolyse in 2°), iger Bicarbonatlisung 
bei Zimmertemperatur eine Vermehrung der anorganischen Phosphorsiiure 
um etwa 75—100°/, des Aufangswertes stattfindet und daB Fluoridzusatz 
(Wert C) ohne EinfluB bleibt. Die Versuche wurden sowohl bei Zusatz von 
Glykogen, wie Glucose und Fructose ausgefiihrt: 


Tabelle 2. 














Versuche A B C 
Mit Glykogen = = 1,94 
1 Z 2,20 

” ” ? ’ ’ 
‘ . 1,04 2,05 1,89 
0,92 1,67 1,57 

9) 9’ b] ’ 

" . 1,02 1,72 1,76 
% ‘s 0,83 1,76 1,76 
4 0,95 1,84 1,86 
‘ ‘ 1,15 1,76 1,95 
9? 99 1,00 1,47 1,62 
9 ” 0,97 1,53 1,50 
‘ i } 0,95 1,72 1,63 
Mit Glucose 1,07 1,84 1,65 
* ‘i 1,13 1,91 1,79 
’ ” 1,14 1,94 1,89 
Mit Fructose 1,04 1,94 1,86 








1) Zeitschr. f. Krebsforschung. 32, 92 (1930). 
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S. Edlbacher und W. Kutscher, 


Tabelle 3. 


phosphorsdure (vgl. Lohmann, a,a. O.). 








,, Wahre“ an- 
organ. H,PO, 


‘ 


to #1 


— 


—_~ 


= 


,0 
& 
9 

a 
) 

- 

0 

3 


9) 





Kreatin- 
phosphorsiiure 


0,00 
0,00 
0,00 





Arginin- 
phosphorsiiure 


0,00 
0,00 
0,00 





Pyro-phosphorsiure 


7 Min. Hydrolyse 15 Min. | 


Untersuchung der Muskulatur normaler und Carcinommiuse 
mit und ohne Zusatz von Fluorid (Methodik Nr. 1). 


Beim Abpriiparieren der Muskulatur wurde darauf geachtet, dieselbe 
moglichst ohne Knorpel und Knochenstiickchen zu erhalten. 


Tabelle 4. 


Normale Miusemuskulatur Carcinommiusemuskulatur 





B C 














A B C A 

2,48 3,66 1,78 8,12 4,62 2,58 
2,94 4,06 1,89 3,48 4,49 3,60 
3,06 3,94 2,01 3,50 4,91 2,70 
3,11 4,48 2,39 3,58 4,69 2,44 
3,23 4,43 2,72 3,63 4,35 1,56 





Aus diesen Werten, von denen wir hier nur einen kleinen Auszug 
publizieren, ergibt sich kein deutlicher Anhaltspunkt fiir die Annahme, dab 
in der Muskulatur des Carcinomtieres gesteigerte Glykolyse stattfindet, wohl 
aber scheinen die absoluten Werte der Phosphorsiiure gegeniiber der nor- 
malen Muskulatur erhéht. Wir geben auBer einem Auszug der Versuchs- ) 
protokolle noch die Mittelwerte von 15 normalen und 15 Careinomtieren wieder. 














Tabelle 5. , 
A B C 
Mittel von 15 Careinommiusen 8,797 4,717 2,675 
a .. 15 normalen Miiusen 3.297 4,365 2,174 
| oso | 0352 | 0,501 


In gleicher Weise wie die Muskulatur untersuchten wir die Lebern 
von normalen und Carcinommiiusen. Wir finden hier in Bestitigung der 
Versuche von Riesser (a. a. QO), daB die Phosphorsiiureabspaltung durch 
NaF deutlich gehemmt wird, was wir als Gegensatz zu den Versuchen mit 


Carcinombrei nochmals hervorheben wollen. Andere, wirklich charakte- 


ristische Unterschiede sind héchstens andeutungsweise vorhanden (vgl. 
Dische u. Laszlo, a.a, O.). 











Tabelle 6. 


Expositionsdauer 1', Stunden bei Zimmertemperatur. 


Lebern normaler Tiere 
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Lebern von Cuarcinomtieren 





















































A B C Differenz B-C A B C Differenz B-C 
1,25 | 2,20 | 1,75 0,42 1,46 | 2,60] 1,84 0,76 
1,16 | 2,35 | 1,97 0,38 1,91 | 3,14 | 2,47 0,67 
1,49 | 2,64 | 2,25 0,39 1,44 | 2,70 | 2,12 0,58 
1,03 | 2,16 | 1,68 0,48 1,90 | 3,77 | 3,16 0,61 
1,41 | 2,60 | 2,06 0,54 1,79 | 3,54 | 2,89 0,65 
1,97 ] 3,66 | 3,46 0,20 
1,82 ]| 4,06 | 3,79 0,27 

Tabelle 7. 
Mittelwerte der 1'/, Stundenwerte der Lebern. 

A B C Differenz B—C 
Lebern der Carcinommiuse 1,75 3,35 2,82 0,54 
= .. normalen Miiuse . 1,27 2,39 1,95 0,44 

| 0,18 | 0,96 | 0,87 | 
Tabelle 8. 
Expositionsdauer 3 Stunden bei Zimmertemperatur. 
Lebern normaler Miuse Lebern von Carcinommiiusen 

A B C Differenz B-C A B C Differenz B-C 
1,34 | 2,70 | 2,48 0,22 1,28 | 3,66 | 2,92 0,74 
1,25 | 2,66 | 2,20 0,46 1,77 | 3,53 | 3,04 0,49 
1,56 | 3,32 | 2,78 0,54 1,56 | 3,78 | 3,28 0,50 


























Die in Tabelle 9 wiedergegebenen Versuche wurden nach Methode I 
ausgefiihrt, nur wurde an Stelle von Bicarbonat jeweils entsprechende Puffer- 
lésung zugegeben und die aktuelle Reaktion auf elektrometrischem Wege 
vor und nach der Reaktion ermittelt. 


Tabelle 9. 
Phosphorsiiureabspaltung der Lebern bei verschiedener Wasser- 
stoffionenkonzentration. 


Normale Lebern Lebern von Carcinommiiusen 
































Differenz Difterenz 
AILBIC B_C A | B C BC 
1,84] 2,70] 2,48] 0,22 | 1,2813,66]2,92] 0,74 
1,25 | 2,66 | 2,20 0,46 PH = etwa 9,0 4 1,77] 3,53 | 3,04 0,49 
vsel3s2l278| o54 | 1,56] 3,78] 3,28] 0.50 
1,41]3,08]2,45] 0,63 — 1,66 | 2,41 | 2,70 
1.49]3,36/2,62| 0,74 ee 1,89] 3,71] 2,72] 1,00 
1,49] 2,94] 2,42] 0,52 iii 2,08]3,37]2,50] 0,87 
1,79] 2,76]2,07] 0,69 Pu = %- 2.2213.07]2,59] 0,58 
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Milchsaurebestimmungen im Carcinombrei. 
Sie wurden nach Fiirth-Charnas ausgefiihrt und ergaben, wie zu 
erwarten war, keine Zunahme von Milchsiure. 


Tabelle 10. 


Bestimmung von Phosphorsiure und Milchsiure 
im Carcinombrei. 














A B C 
H,PO, 0,425 0,853 0,399 
Mi'chsiure | 1,400 1,365 1,340 
H,PO, 0,73 1,255 1,240 
Milchsiure 1,085 — 1,055 


Versuche unter Zusatz von Nucleinsaure. 

Wir verwendeten dabci in allen Versuchen eine 1°/,ige Lésung von 
Natriumsalz der Thymusnucleinsiiure, welches wir nach Feulgen dar- 
gestellt hatten. Wir tiberzeugten uns, daS aber auch Hefenucleinsiure 
dephosphoryliert wird. DaB das verwendete Priparat unter der Einwirkung 
von 2°, igem Bicarbonat bei 387° keine Phosphorsiiure abspaltet, wurde 
durch Leerversuche ohne Organzusatz sowohl bei Fallung mit Trichlor- 
essigsiiure, wie auch nach der Schenkschen Methode festgestellt. 


Dephosphorylierung von Nucleinsaure durch Tumorbrei. 

Ausgefiihrt mit Methode 3. und 4. Alle hier angegebenen Werte sind 
umgerechnet auf 1 g Gewebebrei, nach Abrechnung der Eigenspaltung des 
Gewebebreis. Sie bedeuten also diejenige Phosphorsiiure, welche aus der 
Nucleinsiiure abgespalten wurde. 


Tabelle 11 (gravimetrisch). 
Nucleinsiiurespaltung beim Ehrlichschen Miusecarcinom. 




















3 Stunden bei Zimmertemp. | 2 Stunden bei 37° 
Bo c {[ B | C 
0,91 | 0,75 2.03 | 1,60 
1,27 | 1,24 1,70 | 1,30 
1,30 | 1,42 2,90 | 1,98 
1,64 | 1,97 2,00 | 2,03 
8,27 | — 
Tabelle 12 (colorimetrisch). Tabelle 13 (gravimetrisch). 
: Nucleinsiurespaltung beim 
3 Stunden ie, Miuseteercarcinom 
bei Zimmertemp. | bet wel . 9 Stunden 24 Stunden 
1.95 2.86 bei eammnariin. 20 ___bei tell _ 
oe = 1,22 12,54 
ae oe 0,92 14,10 
1,49 2,73 swe ’ 
1,97 4,25 














Tabelle 14. 


Nucleinsaiurespaltung beim 
Jensenrattensarkom 
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Tabelle 
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15. 
Nucleinsiurespaltung beim 
Roushiihnersarkom 





3 Stunden | 24 Stund. 





woe _ | bei bei 
Aimmer- 370 370 
temp. 
104 | — 3,36 
1, 19 ae 8, 7 
os 0,55 —_ 
— | @O8 ita 
— 1,17 2,45 


Tabelle 16. 











3 Stunden | 24Stund. 

Be- vicnanantiaes Be- 
stimm.- Zi bei bei bei stimm.- 
art — | oe 37° art 

temp. 
gravim. 0,207 — _— gravim. 
" 0,196 “sm 2,617 “ 
colorim. — 0,045 == colorim. 
” 0,430 0,635 ass Ph) 
” —_— 0,157 99 
0,320 0,670 — “ 





Nucleinséiurespaltung beim Menschencarcinom 











3 Stunden 
bei Zimmer- | 1s one 
. bei 37° 
temperatur 
Magencarcinom.. . 0,186 — 

9 ver 0,245 —~ 

9 ‘ — 0,480 

‘a sss 1,260 

5 si 1,230 

"9 , 7 ee 
Rectumearcinom 0,740 — 

. es i 0,346 
Halsdriisencarcinom 0,326 | — 
Unterschenkel- _,, 0,629 | — 
Gallenearcinom... — | 0,430 


Nucleinsiurespaltung durch Gewebe verschiedener Provenienz. 


Tabelle 17. 


24 Stunden 
bei 37° 


2,09 
3,44 





Be- 
stimmungs- 
art 


gravimetrisch 
99 
colorimetr. 
” 


vravimetriseh 
colorimetr. 


gravimetrisch 


es 


s* 








9 ” 99 


” 99 99 
Thymus vom Kalb 

9 9 ‘ 99 “ e 2.-% 
Retina von Rindern... . 

” 9”) 99 


99 9 99 . . . . 
Granulationen, Kaninchen 


Nasenpolypen , 


9° ef. © @ @ @ . e 


Kaninchen. . 


9? 
Gehirn vom 


Milz eines Sarkomhuhns . 














a 3Stunden | 6 Stunden 
; ‘ bei 37° bei 37° 
temp. 
si 2.68 3,42 
- 2.16 2,58 
1,40 1,89 an 
1,15 7 _ 
71 ms “s 
0,80 1,16 
_ 0,60 we 
0,35 0,36 - 
0,59 mn _~ 
0,57 - =i 
— 0,380 — 
— 0,640 — 
- 0,380 a 
— — 0,920 
0,00 0,00 - 
an 0,00 on 


24Stunden 
bei 37° 
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Es fiillt besonders die hohe Spaltung von Placenta auf, auf welche 
wir in der nachfolgenden Diskussion noch eingehen werden. Da Blut selbst 
nur schwach spaltet, wie auch schon Deutsch (a. a.O.) nachgewiesen hat, 
kommt nur eine Eigenspaltung des Gewebes in Frage. 


Normale Muskulatur und Muskulatur von Tumortieren. 


Wir haben die Muskulatur einer gréBeren Zahl von Tieren verschiedener 
Spezies untersucht und in keinem Falle Spaltung gefunden. Im Gegensatz 
dazu zeigt die folgende Tabelle die teilweise bedeutende Spaltung der 
Muskulatur von Sarkomhiihnern und -ratten. 


Tabelle 18. 











____ 3 Stunden ; 6 Stunden 
Bezeichnung des Tieres | pei Zimmer- | bei 37° bei 37° 
temperatur | - 
Roussarkomhuhn 1... 0,70 | 0,44 -— 
” 2 iii | 0,33 on 
Sarkomrattel...... ~- | 0,61 -— 
) , Sarkom riesi 
Pik oe ee _ | aad ane { Tien svettbend? 
oe _ | 0,57 1,32 
‘See ti | 0,79 0,80 








Tabelle 19. 

Vergleich der Dephosphorylierung von Nucleinsiure und 
hexosediphosphorsaurem Mg. ) 

Alle Werte 3-Stundenwerte! 




















— a Hexosediphosphor- 
saures Mg 
bei Zim.- + ong | bei Zim.- eT 
temp. bel 87 temp. bei 87 
Miiusecarcinom........... 1,95 2,86 7,48 10,78 
ed» |) bpnshstGn lageeaien 1,59 3,08 6,08 10,64 
a ee 1,97 4,25 8,54 | 13,05 
Roushiihnersarkom......... 0,43 0,63 0,34 1,24 
Meerschweinchen: norm. Muskul. 0,00 0.00 0,86 2,25 
Huhn: rote Muskulatur...... - 0,00 — | 4,20 
“ee oe 0,00 — | 2,90 
Meersechweinchen: Niere ..... 1,40 1,89 10,55 17,43 
Kaninchen: Gehirn ........ 0,00 0,00 0,84 | 1,65 
a errs see 0,35 0,36 077 | 8,65 ‘ 
H. D, Kay’) hiilt es fiir méglich, daB dasselbe Enzym Nucleotid und ; 
Hexosediphosphate hydrolysiert. Auf Grund des hier mitgeteilten Befundes , 


finden wir bei Carcinom, Sarkom, Muskulatur, Niere, Retina und Gehirn keine 
a 


1) Biochemie. J. 22, 855 (1928). 
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Parallelitiit zwischen der Spaltung von Nucleinsiiure und der yon Hexose- 
diphosphorsiiure und wir sind daher zuniichst der Ansicht, da8 es sich hier 
um zwei verschiedene Enzyme handelt. 


Versuche mit Trockenpulver von Mausecarcinom, Roussarkom 
und Rinderleber. 


Tabelle 20. 
Je 0,2 g Trockenpulver spalteten ab mg H,PO,. 





3 Stunden bei Zimm.-Temp. | 24 Stunden bei 37° 





vv . oi | . > . ad 7 ig a bd 
Nucleinsiure |Hexosedi-| Nucleinsiiure | Hexosedi- 
mit 2 °/, |phosphor- mit 2°). |phosphor- 

ohne , ° Isaures Mo! Ohne 2/9 laaneas Mo 
Biearb, {saures Mg Bicarb. |Saures Mg 





Miuseearecinom. , . 








1,41} 2,70 2,72 — 8,48 10,61 
‘ coe 40) Oat — |10,69 8,60 — 
toussarkom..... 0,25 015 | 1,58 8,09 5,08 11,40 
Rinderleber. ... . 0,00 0,97 | 609 | 4,82) 5,22 10,30 
a a | $ee saa _ — 


Vergleich des Tumorfermentes mit dem Leberferment 
von Thannhauser u. Deutsch. 


Wie die hier wiedergegebene p,,-Aktivitiitskurve, welche auf elektro. 
. 8&8 Pu ae ; 
metrischem Wege ermittelt wurde, zeigt, besteht weitgehende Ubereinstimmung 


SD 


beiderFermente. Diese Bestimmungen wurden grayimetrisch mit der Embden- 





30, 
Lord K. Fee 
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~~ 
y 
© 
Q 797 
N 
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schen Methode ausgefiihrt; die Werte sind daher in Milligrammen Phosphor- 
siure ausgedriickt. Deutsch’) hat die Neumannsche Methode angewendet. 
Seine Werte sind daher in Kubikzentimetern Natronlauge ausgedriickt; wir 
haben diese auf Phosphorsiiure umgerechnet. 





1) Diese Z. 171, 264 (1927). 
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In Fig. 2 geben wir einen Vergleich zwischen Fermentmenge und 
Umsatz, zwischen Leberextrakt und Carcinomextrakt. Besonders im ersten 
Teil der Kurve sieht man, da’ eine ungefiihr 15 mal so starke Wirkung im 








—_—? 
on 


— 
—_— 


0 70 20 30 40 $0 G0 7 80 G0 00 
com Glycerimertrak? — 
Fig. 2 
Carcinom festzustellen ist. Die verminderte Wirkung der Spaltung bei Zugabe 


groBerer Mengen Carcinomextrakt ist sicher durch die hemmende Wirkung 
der Spaltprodukte zu erkliiren. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Betrachten wir nochmals zusammenfassend die im experi- 
mentellen Teil niedergelegten Beobachtungen, so ist das Tumor- 
cewebe dadurch charakterisiert, daB es eine gesteigerte hydrolytische 
Fiihigkeit besitzt. Die Steigerung der hydrolytischen Prozesse 
beim Tumor und auch bei anderen rasch wachsenden Geweben 
scheint eine spezifische Wachstumserscheinung zu sein. Akti- 
vierung des hydrolytischen Argininzerfalles, Aktivierung der De- 
phosphorylierung der Nucleinsiiure werden von uns in diesem 
Sinne als Ausdruck des gesteigerten Umsatzes der chromatischen 
Substanz definiert. Die Fundamentaluntersuchungen Warburgs 
iiber die Glykolyse der Tumoren zeigen, dab auch beziiglich des 
Kohlehydratstoffwechsels im Tumor die hydrolytischen Vorgiinge 
gegeniiber den oxydativen dominieren. Auch Waldschmidt- 
Leitz und Scheffner') sowie Blumenthal und Neuberg?) 
clauben beziiglich der Proteolyse eine Steigerung der Leistung 
im Tumor nachzuweisen. In vélliger Ubereinstimmung mit diesen 
‘T'atsachen stehen die Untersuchungen von Blumenthal?*), der 
in der Carcinomleber den Katalasegehalt vermindert fand, 
als Ausdruck einer verringerten Oxydationsfihigkeit. Auch 


') Naturw. 18, 280 (1930). 
*) Oppenheimer, Handb. d. Fermente, Bd. I, 1062. 
) Z. f. Krebsf. 8, 436 (1910). 














Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 915 


zeigen die wichtigen Untersuchungen von Fischer-Wasels, 
Frankfurt, daB die innige Kopplung oxydativer und hydrolytischer 
Vorgiinge das Wachsen der Tumoren in intensivster Weise be- 
einfluBt. DaB diese Umstimmung des Stoffwechsels nicht den 
Tumor allein, sondern den gesamten Organismus betrifft, beweisen 
unsere Untersuchungen iiber die z. T. hohe Spaltung des Muskel- 
gewebes, die sich im normalen Organismus niemals_ vorfindet. 
In vollkommener Ubereinstimmung mit diesem Befunde konnte 
H. Fujiwara’) in unserem Institute nachweisen, daB schon die 
friihen Kntwicklungsstadien des Tumors sich beziiglich der Arginase- 
spaltung der Muskulatur des Tumortieres manifestieren, indem 
vom 14. Tage nach der Impfung an eine deutliche Aktivierung 
der Arginase im Muskel wahrnehmbar ist. Ausgelend von diesen 
unseren Gedanken hat EK. Gilroy?) durch Fiitterungsversuche 
gezeigt, daB Arginin beziiglich des 'Tumorwachstums eine domi- 
nierende Stellung einnimmt. Diese Suprematie des Arginins wird 
noch weiter dadurch heryorgehoben, daf sich z. B. keine erhidhte 
Spaltung des Histidins bei derartigen Kernteilungsvorgiingen 
nachweisen liBt. Die von Edlbacher in der Leber entdeckte, 
fiir das Histidin spezifische Histidase, die ein physiologisches 
Analogon zur Arginase zu sein scheint, spaltet die Hexonbase 
Histidin unter Offnung des Imidazolringes [K. u. Kraus®%)]. 
Wir haben dementsprechend auch beziiglich der Hohe der Histi- 
dasespaltung den charakteristischen Unterschied zwischen miinn- 
lichen und weiblichen Tieren niemals feststellen kénnen. 

Beziiglich der Hoffnung, die Dephosphorylierungsreaktion der 
Nucleinsiure im Muskel oder im Blute beim Menschen di- 
agnostisch auswerten zu kiénnen, steht uns noch ein zu geringes 
Material zur Verfiigung. Es legen hier ja die Verhiiltnisse 
zwischen TumorgréBe und Korpergewicht wesentlich ungiinstiger 
als bei den tierischen Tumoren und wir setzen deshalb keine 
sroBen Hoffnungen auf die diagnostische Verwertbarkeit der 
teaktion zur Erkennung priicanceréser Stadien. Wir midchten 
nun zusammenfassend auf Grund des bis jetzt bekannten Tat- 
sachenmaterials mit griéBter Vorsicht die Vermutung aussprechen, 
daB die eigentiimliche Beziehung zwischen oxydativem und hydro- 
lytischem Kohlehydratabbau, wie sie gewodhnlich als Pasteur- 
Meyerhofsche Reaktion bezeichnet wird, ein viel allgemeineres 

1) Diese Z. 185, 1 (1929). 

*) Biochemic. J. 24, 589, 1181 (1930). 
3) Diese Z. 191, 225 (1930); 195, 267 (1931). 
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Prinzip darstellt, welches nicht nur fiir Kohlehydrate Giltigkeit 
besitzt, sondern auch fiir eine Reihe von Stoffwechselvorgiingen, 
von denen wir besonders Arginin- und Nucleinstoffwechsel hervor- 
heben. Waldschmidt-Leitz (a. a. O.) hat beziiglich der Proteo- 
lyse diesen Gedanken auch schon ausgesprochen. Wir vermuten, 
daB es durch systematische Untersuchungen gelingen wird, die- 
jenigen Vorgiinge schirfer umschreiben zu kénnen, welche diese 
eigentiimliche Wechselbeziehung zwischen oxydativem und hydro- 
lytischem Abbau zeigen und dadurch der chemischen Seite des 
Malignitiitsproblems niiher treten zu kénnen. Wir haben in diesem 
Sinne gemeinsam mit Herrn Schuler Untersuchungen angestellt, 
die sich bereits dem AbschluB nihern, die uns zeigen, daB wir 
unter gewissen Bedingungen den Organismus zwingen kénnen, 
Aminosiiuren, die normalerweise oxydativ abgebaut werden 
kénnen, hydrolytisch zu spalten. Wir werden in allerniichster 
Zeit in dieser Zeitschrift dariiber berichten. 

In ihrer Untersuchung iiber den Mechanismus der Zucker- 
spaltung im Tumor und embryonalen Gewebe haben C. Neuberg. 
M. Kobel und H. Laser (a. a. O.) gezeigt, da Hexosephosphor- 
siuren unter Bildung von Methylglyoxal zerlegt werden. Wir 
konnten diese ‘l'atsachen vollauf bestiitigen und sie auch durch 
unsere Phosphorsiiurebestimmungen yon anderer Seite her illu- 
strieren. Nach den Anschauungen von EK. Bumm}) gibt es einen 
Weg des Kohlehydratabbaues, der nicht itiber die Phosphory- 
lierungsstufe verliuft. Andererseits ist die Milchsiiurebildung im 
Tumorgewebe nach Warburg ein Vorgang, der an die intakte 
Plasmastruktur gebunden ist. 

Wir sind bei unseren Untersuchungen, ausgehend von ganz 
anderen Fragestellungen, an ein Forschungsgebiet geraten, welches 
hesonders durch die wichtigen Untersuchungen von G. Embden 
und derjenigen von Lohmann iiber die Adenosinsiiure in letzter 
Zeit an Interesse gewonnen hat. Wir glauben, daB unsere Fest- 
stellungen die Bedeutung dieser Entdeckungen besonders hervor- 
heben. Wir setzen unsere Untersuchungen in Richtung der Er- 
forschung des Malignititsproblems foct. 


Diese Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft, fiir deren Gewihrung wir unsern 
ergebensten Dank aussprechen. 


') Diese Z. 193, 238 (1930); 195, 101 (1931). 











Uber die Einwirkung proteolytischer Fermente auf das Insulin. 


Von 
Wilhelm Corneli. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Freiburg 
und dem Bicchemischen Institut der Deutschen Technischen Hochschule in Prag ) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Mai 1931.) 


Seit der Entdeckung des Insulins hat es nicht an Versuchen 
sefehlt, Anhaltspunkte iiber seinen chemischen Bau zu gewinnen. 
Viele Umstiande sprachen bald dafiir, daB es sich um einen héher 
molekularen KiweiBkorper handelte und dafiir reichten die iiblichen 
chemischen Methoden nicht aus. Man hat es deshalb verschiedent- 
lich unternommen, durch Fermenteinwirkung weitere Anhalts- 
punkte zu suchen, doch ist es erst seit nicht allzu langer Zeit, 
besonders durch die Arbeiten von Waldschmidt-Leitz und 
Mitarbeitern, moéglich, die in Betracht kommenden Enzyme in 
einheitlichem Zustande zu gewinnen. Die friiheren Arbeiten sind 
auch fast alle noch mit sehr unreinen Insulinpriaparaten aus- 
cefiihrt, teils fehlt innen die genaue Feststellung itber die Anderung 
der blutzuckersenkenden Wirkung nach der Verdauung. 

Als Ausgangsmaterial waren von der I. G. Farbenindustrie 
A.-G. verschiedene Insulinpraparate zur Verfiigung gestellt, deren 
reinstes etwa 16 KE. per mg enthielt. Nach der Einwirkung jedes 
einzelnen Fermentes wurde die Priifung auf das Erhaltensein der 
blutzuckersenkenden Wirkung des Ansatzes angeschlossen, und 
zwar zum Teil als richtige Standardisierung gemiéB Eichung der 
Handelspraparate. Wir verzichten deshalb auf die Angabe ein- 
zelner Blutzuckerwerte. 

Folgende Fermente kamen zur Anwendung: Dipeptidase, 
Aminopolypeptidase, Protaminase, Carboxypolypeptidase, akti- 
vierte Proteinase und aktiviertes Papain. 


I. Die Einwirkung von Erepsin auf Insulin. 


Die Dipeptidase und die Aminopolypeptidase wurden aus 
Darmschleimhaut gewonnen nach der Vorschrift von E. Wald- 
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schmidt-Leitz und A. Schaffner’) frei von Proteinase und 
Carboxy poly peptidase. 

Die charakterisierenden Werte waren die folgenden: 

Die Einwirkung von 2 cem Enzymlésung auf 188 mg Leucylglycin ergab 
in 1 Stunde bei 30° einen Zuwachs von 1,80 ccm !/, n-alkoholischer KOH 


J 


und bei der Einwirkung auf 245 mg Leucyldiglycin unter denselben Be- 
dingungen einen Zuwachs von 1,60 ccm. 

Bei der Priifung auf Freiheit von Carboxypolypeptidase und Proteinase 
wurde in 24 Stunden ein meBbarer Zuwachs nicht erhalten. 

Die Kinwirkung von 5 cem dieser Erepsinlésung auf 50 mg 
eines Insulinpriparates, 13 K. per mg enthaltend, ergab in etwa 
19 Stunden einen Zuwachs von 0,02 cem im Van Slyke- Apparat. 

Die gemessenen Kubikzentimeter sind hier und auch im folgenden stets 
auf 0° und 760 mm Druck umgerechnet. Die Verdauung geschah immer im 
Thermostaten bei 30°. 

Die nachfolgende Standardisierung zeigte das vollstandige 
Erhaltensein der blutzuckersenkenden Wirkung des Ansatzes. 

el einem zweiten Insulinpréparat mit 16 E. per mg ergab 
sich in etwa 15 Stunden ein Van Slyke-Zuwachs von 1,02 ccm. 

Auch hier zeigte die Priifung am Kaninchen, da die Insulin- 
wirkung erhalten war. 


II. Die Einwirkung von Protaminase auf Insulin. 


Die Darstellung der Protaminase erfolgte nach einer von 
Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern neuerdings ausgearbei- 
teten Methode. 2) 

Die charakterisierenden Werte waren die foigenden: 

3cem Enzymlésung erzeugten bei der Einwirkung auf 50 mg Clupein- 
sulfat in 1 Stunde einen Zuwachs von 0,86 ccm im Van Slyke. 

Die Priifung auf aktive Proteinase ergab deren vollstaéndige Abwesen- 
heit. Bei der Einwirkung von 3 ccm Enzymlésung auf 51,5 mg Chloracety]- 
tyrosin fand sich in 20 Stunden ein Zuwachs von 0,13 cem. 

Die Einwirkung von 10 cem Enzymldsung auf 50 mg Insulin 
(13 E. per mg) ergab in 16 Stunden einen Zuwachs von 0,15 cem 
im Van Slyke. 

Die angeschlossene biologische Wertbestimmung lief keine 
Abnahme der Insulinwirkung erkennen. 

Bei einem anderen Insulinpraiparat von 16 E. per mg ergab 
sich in etwa 15 Stunden ein Zuwachs von 0,31 ecm im Van Slyke. 


!) Diese Z. 151, 31 (1926). 
*) Inese Z. 197, 219 (1931). 
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Auch hier zeigte der Tierversuch keine Abnahme der blut- 
zuckersenkenden Wirkung des Insulins. 


III. Die Einwirkung von Carboxypolypeptidase auf das Insulin. 

Die Darstellung der Carboxypolypeptidase frei von Erepsin 
und aktiver Protease erfolete nach Waldschmidt-Leitz und 
A. Purr’). 

Die charakterisierenden Werte waren die folgenden: 

Bei der Einwirkung von 2 ccm Enzymldésung auf 51,5 mg Chloracety]- 
tvrosin ergab sich in 1 Stunde ein Zuwachs von 1,46 ccm im Van Slyke. 
Bei der Prifung auf Erepsin- und Proteinasefreiheit wurde in 24 Stunden 
keine Spaltung nachgewiesen. 

Die Einwirkung von 2 cem dieser Enzymldsung auf 50 mg 
eines Insulinpraiparates, 13 EK. enthaltend, ergab in 19 Stunden 
einen Zuwachs von 0,16 cem im Van Slyke. 

Die nachfolgende biologische Auswertung zeigte das Er- 
haltensein der blutzuckersenkenden Wirkung des Ansatzes. 


IV. Die Wirkung von reiner Proteinase auf Insulin. 

Die Darstellung der Proteinase erfolgte nach der Vorschrift 
von Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?). 

Bei der Priifung auf aktive Proteinase betrug der Zuwachs gegen 5 ccm 
6°/,ige Caseinlésung in 20 Minuten 0,60 ccm !/; n-alkoholischer KOH. 

Eine Priifung auf Carboxypolypeptidase erwies deren Abwesenhcit. 

5cem der aktivierten Proteinaseldsung gaben mit 50 mg 
Insulin von 16 E. per mg einen Van Slyke-Zuwachs von 1,93 eem 
in 3 Stunden, 5,98 ecem in 8 Stunden, 6,00 cem in 24 Stunden. 

Im Tierversuch war nach der 1. Stunde Verdauung noch eine 
veringe Blutzuckersenkung zu erkennen, nach 8 Stunden keinerlei 
Wirkung mehr nachweisbar. 


V. Die Einwirkung von aktiviertem Papain auf Insulin. 

Das zu diesen Versuchen verwendete Papain war von Herrn 
A. Purr, Prag, aus einem Handelspraparat durch besondere Reini- 
csung gewonnen, so daB sich seine Wirksamkeit zu diesem wie 720: 1 
verhielt. Aktiviert wurde es fiir unsere Zwecke mit Glutathion. 

50 mg Insulin von 16 E. per mg gaben mit 25 mg aktiviertem 
Papain in etwa 17 Stunden eimen Van Slyke-Zuwachs von 
1,05 cem. 





1) Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929). 
*) Diese Z. 147, 286 (1925). 
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Nach Beendigung der Fermenteinwirkung hatte das Insulin 
seine blutzuckersenkende Kraft vollstandig verloren. 


Zusammenfassung. 

Die mit einheitlichen Enzymen durchgefiihrte Einwirkung 
auf hochgereinigte Insulinpriparate zeigte, daB das Insulin von 
Dipeptidase, Aminopolypeptidase, Protaminase und Carboxypolv- 
peptidase nicht angegriffen wird; aktivierte Proteinase und akti- 
viertes Papain dagegen vernichten bei geniigend langer Einwirkung 
seine blutzuckersenkende Kraft vollstandig. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, welche die 
Arbeit durch Gewahrung eines Forschungsstipendiums ermdéglichte, 
danken wir fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Uber die Charakterisierung von Fetten 
in geringen Substanzmengen. 
Von 


Erwin Chargaff. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1931.) 


Im Verlaufe von Untersuchungen tiber die Lipoidverteilung 
in verschiedenen Bakterienstimmen, tiber die spiter berichtet 
werden soll, hatte sich die Notwendigkeit ergeben, zur Charakteri- 
slerung geringster Fettmengen einige Kennzahlen derselben zu 
bestimmen. Am zweckmafigsten erschien die Bestimmung der 
Jod- und der Verseifungszahl, da diese beiden Kennzahlen am 
ehesten noch einen Ausblick auf die Zusammensetzung der Fette 
gestatten. Die Verseifungszahl (d.1. die KOH-Menge in Milli- 
sramm, die zur Neutralisation der im Fett vorhandenen Fett- 
siuren notwendig ist) laBt Schliisse auf das mittlere Molekular- 
sewicht der in Fett vorhandenen Fettsiuren zu, die Jodzahl 
(d. i. Jodmenge in Prozenten, die eine Substanz anzulagern ver- 
mag) auf deren Saéttigungsgrad. Die Jodzahl ist fiir das Studium 
der Bakterienlipoide besonders wichtig, da es sich gezeigt hat, 
daB die Fettfraktionen der siiurefesten Bakterien, z. B. der Tuberkel- 
bakterien und der Timotheegrasbakterien, niedrige Schmelzpunkte 
und zugleich niedrige Jodzahlen (50—60) aufweisen.') Bei Fetten, 


die fast keine niedrigen Fettsiéuren enthalten — woriiber wieder 
die Verseifungszahl Aufschlu8 gibt — kann das nur bedeuten, 


daB sie teilweise aus hodheren gesittigten flissigen Fettsdéuren 
aufgebaut sind. Bei den Tuberkelbakterien ist das nun tatsich- 
lich der Fall.?) Sie enthalten fliissige Fettsiuren wie die Tuber- 
kulostearinsiure C,gH.,0, und die Phthionsiiure CygH;.0,. Daher 


1) R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. of biol. Chem. 84, 703 (1929) 
und zwar 706; E. Chargaff, M.C. Pangborn u. R. J. Anderson, ebenda 
vw, 45 (1931) und zwar S. 49. 

2) R. J. Anderson u. E.Chargaff, J. of biol. Chem. 85, 77 (1929); 
Diese Z. 191, 157 (1930). 
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ist es gerade fir ein systematisches Studium der Bakterienlipoide 
wiinschenswert, in jedem Falle die erwahnten Konstanten_ be- 
stimmen zu konnen. 

Die iblichen Fettbestimmungsmethoden!) erfordern  Ein- 
wagen von 1,5—2¢ fiir die Verseifungszahl und 0,2—0,5 g fiir dic 
Jodzahl. Ich versuchte, die notwendigen Einwagen auf 3/59—*/<» 
der gebraiuchlichen Menge herabzudriicken, was auch gelang. 
Die Bestimmung der Jodzahl ist im wesentlichen eine direkte 
Ubertragung der gewohnlichen Methode auf kleine Mengen. Bei 
der Bestimmung der Verseifungszahl war es notwendig. die sonst 
angewandte alkoholische Kalilauge durch ein anderes Verseifungs- 
mittel zu ersetzen. Nach zahlreichen Versuchen gab eine Losung 
von Na-Propylat in absolutem n-Propylalkohol befriedigende 
tesultate. Die Wasserfreiheit und der hohe Siedepunkt des 
Losungsmittels fiihren rasche und restlose Verseifung herbei. 

3e1 dem immer steigenden Interesse, welches seitens der 
Biologie, insbesondere auch der Immunititsforschung, der Rolle 
der Lipoide entgegengebracht wird, erscheint es mir nicht wber- 
fliissig, durch kurze Beschreibung des angewendeten Verfahrens 
die chemische Charakterisierung geringster Fettmengen zu _ er- 
leichtern. 

Versuche. 
I. Bestimmung der Jodzahl. 0,010—0,020g der zu untersuchen- 


den Substanz werden in kleinen Glasbechern (1 cm hoch, 0,75 em weit) auf 
der Kuhlmann-Mikrowaage genau abgewogen. (Die 6. Dezimalstelle wird nur 
so weit geschatzt, als zur Korrektur der 5. Stelle notwendig ist.) Bei fliissigen 
Fetten werden mittels einer Mikropipette 2—3 Tropfen entnommen. Feste 
Fette werden in geschmolzenem Zustand mit Hilfe eines diinnen Glasstabes 
in den Mikrobecher gebracht. Als ReaktionsgefaB eignet sich am besten ein 
100 cem-Erlenmeyerkolben mit eingeschliffenem, konisch nach unten in eine 
Spitze auslaufendem Stopfen. Die abgewogene Substanz wird in dem Kolben 
in 1 cem Tetrachlorkohlenstoff (Kahlbaum, pro analysi) gelést und mittels 
einer Pipette 2 cem der Jodmonobromidlésung nach J. Hanus?) (13 g Jod 
und 8 g Brom in | Liter Eisessig gelést) hinzugesetzt. Es ist darauf zu achten, 
daB bei allen gleichzeitig angestellten Parallel- und Blindversuchen die Ent- 
leerung der Pipette in immer gleich bleibender Weise und unter genauer Beob- 
achtung der Auslaufzeit vorgenommen wird. Die verschlossenen Kolben 
Stunde im Dunkeln belassen. Hierauf werden 10 ccm einer waB- 


werden ?/, § 
rigen 2°/,igen KJ-Lésung hinzugefiigt, und zwar zuerst an dem ein wenig 


1) A. Griin, Analyse der Fette und Wachse, Bd. I, Berlin 1925. — Uber 
andere Mikrobestimmungsmethoden fiir Fette vgl. A. H. Gillu. H. S. Simms, 
Ind. Eng.Chem. 13, 547 (1921); H. Liihrig, Pharm. Zentralhalle 63, 218 (1922). 

2) Z. Unters. Nahrgsm. 4, 913 (1901). Vgl. A. Griin a. a. O., S. 178. 
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celiifteten Glasstopfen des Kélbchens entlang, so daB am Schliff befindliche 
Jodspuren vo6llig hinuntergespiilt werden. Nun wird umgeschiittelt und 
0,05n. Na,S,0,-Lésung bis zur schwachen Gelbfarbung zuflieBen gelassen. 
Dann wird 1 cem einer 1°/,igen Starkelésung hinzugesetzt und zu Ende titriert. 
Die zur Messung der Na,S,O,-Lésung verwendete Biirette soll noch die 
Schatzung von 0,002 ccm zulassen. — Natiirlich miissen in jeder Versuchs- 
reihe Blindversuche angestellt werden. 

Bestimmungen der Jodzahlen einer Reihe von I'etten sind 
in Tab. 1 zusammengestellt. Die Schwankungen sind vielleicht 
etwas gréBer als bei Makrobestimmungen. Fir die meisten 
Zwecke diirfte aber die Methode hinreichend genau sein. 


Tabelle 1. 


Mikrobestimmungen der Jodzahlen einiger Fette. 





Verbrauch an Jod, 
Fett Einwage in mg ausgedriickt in Jodzahl 
cem 3/9 n. Na SO, 


_* 20,043 0,307 9,72 
pieces at) 18,335 0,264 9,14 


Mittelwert 9,41 


cite 18,849 2,676 90,07 
—— . 18,606 2.662 1). 78 
(Jodzabl 91,07) | 13.977 1.903 90.95 


Mittelwert 90,60 





— 17,343 2,271 83,12 
Olivendl 94,105 3,147 82.86 
a ae 12,444 1,615 82,37 
Mittelwert 82,7 

- 19,543 3,935 127,78 
Pee 14,682 2.966 128.2] 
(Jodzahl 128,32) 18.948 3,834 128,40 


Mittelwert 128,13 











II. Bestimmung der Verseifungszahl. Das Verseifungs- 
mittel darf nicht zu konzentriert sein, da in diesem Falle Ungenauig- 
keit der Abmessung die Hauptfehlerquelle bildet. Athyl- und pro- 
pylalkoholisches KOH erwiesen sich als nicht befriedigend. Hin- 
gegen wurden mit einer 0,1 n. Lésung von Natriumpropylat in 
n-Propylalkohol gute Ergebnisse erzielt. Zur Herstellung der 
Lésung wird die berechnete Menge blanken Natriums in reinem 
Propylalkohol gelést. 

0,015—0,030 g der Substanz werden in kleinen Glashechern abgewogen. 
(Fir die Wagung der Substanzen und Abmessung der Lésungen gilt das bei 
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der Bestimmung der Jodzahl Gesagte.) Als Reaktionsgefa8 dient ein 100 ccm- 
Erlenmeyerkolben mit eingeschliffenem RiickfluBkiibler, der oben ein Natron- 
kalkrohr triagt. Bevor die Kélbchen das erste Mal in Gebrauch genommen 
werden, miussen sie mit etwas Na-Propylatlésung erhitzt werden. Die ab- 
gewogene Substanz wird in den Kolben gebracht, mit einer Pipette 5 ccm der 
0,1 n. Na-Propylatlésung hinzugefiigt und ?/, Stunde am_ RiickfluBkihler 
erhitzt. Es ist darauf zu achten, daB Dauer und Art des Erhitzens bei allen 
Parallelversuchen vollkommen gleich bleiben. Man kann z. B. alle Kélbchen 
nebeneinander auf einer elektrischen Heizplatte erwirmen. Nach 1/, Stunde 
werden 2 ccm Wasser und ein Tropfen einer 1°/,igen Phenolphthaleinlésung 
hinzugesetzt und aus einer Biirette 0,05n. H,SO, bis gerade zur Entfairbung 
zuflieBen gelassen. Nun wird zur Austreibung von CO, erwiirmt und dann 
die Titration zu Ende gefiihrt. 


In Tab. 2 finden sich Beleganalysen tiber Verseifungszahl- 
bestimmungen bei einer Reihe von Fetten. Die Bestimmung der 
Siiurezahl (d.i. KOH-Menge in Milligramm, die zur Neutralisie- 
rung der in 1 g des Fetts enthaltenen freien Séuren notwendig 
ist) kann in prinzipiell ahnlicher Weise vorgenommen werden. 
Bei dieser Bestimmung wird zu der in neutralem Athylalkohol 
gelosten Substanz aus eimer Birette 0,03 n. alkoholisches KOH 
bis zur Rosafarbung von Phenolphthalein zugesetzt. 


Tabelle 2. 


Mikrobestimmungen der Verseifungszahlen einiger Fette. 











Verbrauch an KOH 
Fett Einwage in mg ausgedriickt in Verseifungszahl 

eem 0,05 n. H,SO, 
Kokosfett | 27.244 2.508 958.3 
(Verseifungs- 22.438 2.063 257,9 
zahl 257,1) | 17,633 1.619 257,6 
Mittelwert 257,9 
ErdnuBdol 15,376 1,049 191.4 
(Verseifungs- 21,883 1,494 191,6 
zahl 192,2) 25,542 L751 192.3 
Mittelwert 191,7 
Palmkernol 97,735 2.433 246,] 
ee 26,484 2,325 246,3 
zahl 245.3) Pm acs so 
Mittelwert 246,2 
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Beitraige zur Kenntnis der Glykocholeinsiure 
aus Kaninchengalle. 


Von 
Tadao Sekitoo. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2), Mai 1931.) 


Durch die wichtige Arbeit von Wieland und Sorge (1916) 
ist die Natur der natiirlichen Choleinsiure von Latschinoff (1885) 
aufgeklart und diese Séure als Additionsverbindung von Desoxy- 
cholséiure mit Fettséure erkannt worden. Sie haben das Additions- 
vermogen der Desoxycholsiure fast allen Korpergruppen organi- 
scher Verbindungen gegeniiber festgestellt. Dies fiihrte zu einer 
neuen Theorie (Wielandsches Choleinsiureprinzip) wher die 
Funktion der Galle, daB nimlich die wabrigen Losungen der Alkali- 
salze der Desoxycholsiure (und Cholsiure) in Wasser unldsliche 
Stoffe zur Lésung bringen. Diese Ergebnisse sind vor allem an 
der Desoxycholsiure gewonnen worden, wihrend in der Galle 
selbst wohl itberwiegend die Salze der mit Glykokoll und Taurin 
gepaarten Séiuren vorkommen die sich ebenso verhalten. 

Glykocholeinsiure wurde bisher in der Galle des Rindes (1902) 
und des Moschusochsen (1904/5) gefunden. Wahlgren (1902) 
hat aus Ochsengalle die Glykocholeinsiure in_ krystallisierter 
Form isoliert. Damals wurden Desoxycholsiiure und Cholein- 
siure noch fiir isomer gehalten. Im Jahre 1919 hat Wieland 
Glykodesoxycholsiure synthetisch dargestellt. Diese Saure ver- 
bindet sich nicht mit Fettsiuren, liefert also keine Additions- 
produkte. Das negative Verhalten der freien gepaarten Desoxy- 
cholsiure gegeniiber dem Choleinsiureprinzip von Wieland 
stimmt nicht zu den Resultaten von Wahlgren. Nach ihm soll 
die Glykocholeinsiéiture durch Alkah-Hydrolyse sog, Choleimsiure 
mit dem Schmelzpunkt 185° hefern, also Fettsiure gebunden 
enthalten. Aus diesem Grunde halt es Wieland fiir nicht unmdg- 








Tadao Sekitoo, 


926 


lich, daB das Glykokoll in der Glykocholeinsiure nicht amidartig, 
sondern esterartig an die Desoxycholsiure gebunden ist. 

Die von Wieland synthetisch dargestellte Glykodesoxycho!- 
siure zeigt also Eigenschaften, die zunichst noch unentschieden 
lassen, ob sie mit der Glykocholeinséure identisch ist. Der Wider- 
spruch wird nur durch eine neue Untersuchung der natiirlichen 
Saiure zu lOsen sein. Andererseits ist das Glykokoll als Paarungs- 
komponente der natiirlichen Glykocholeinsdéure bis jetzt noch 
nicht nachgewiesen worden. Vor kurzen haben T. Okamura 
und $. Okamura (1980) gefunden, dafi in der Galle des Kanin- 
chens hauptsiichlich Desoxycholsiure vorkommt. Nur steht die 
Frage noch offen, ob die natirliche Glykodesoxycholséure mit 
Fettséure verbunden und ob wirklich das Glykokoll amidartig 
an die Desoxvcholsiure gebunden ist. 

In diesem Sinne habe ich die Untersuchung von Okamura 
wieder aufgenommen und gefunden, dai die Wintergalle haupt- 
siichlich Glykocholeinséure enthalt. Die in langen Nadeln kry- 
stallisierte Glykocholeinsiure sechmilzt bei 183 —184°, wieHammar- 
sten (1904/5) gezeigt hat, der Schmelzpunkt hegt also um 8° 
hoher als bei der Glykocholeinsiure Wahlgrens und um 4° tiefer 
als bei der synthetischen Glykodesoxycholsiure. Sie zeigt die 
spezifische Drehung |[«]|p’ = + 51,33. Durch Alkali wurde sie 
hydrolysiert und nach der Methode von van Slyke wurde der 
freigewordene Aminostickstoff bestimmt. Damit wurde bewiesen, 
daB die Glykocholeinsiiure eine amidartige Bindung in ihrem 
Molekiil enthilt. Aus dem Hydrolysat wurden die Desoxychol- 
siure als solche oder als Essigcholeinsiiure und das Glykokoll als 
Athylester-chlorhydrat isoliert. 

Durch Kochen mit Xylol wurde die Glykocholeinséure zu 
Xylol-glykocholeinsiiure verwandelt, die in langen Nadeln kry- 
stallisierte und bei 185—186° schmolz. Aus dem von der Xylol- 
elykocholeinsiiure abfiltrierten Filtrat wurde eine Fettséure mit 
dem Schmelzpunkt 58° isoliert, und diese Fettsiure bildete mit 
reiner Desoxycholsiéiure eine Margarincholeinsiure mit dem Schmelz- 
punkt 184°. 

Aus den oben erwihnten Daten ist ersichtlich, daB in der 
Kaninchengalle Glykocholeinséure enthalten und daB das Glyko- 
koll in der Glykocholeinsiure amidartig an die Desoxycholsiure 





cebunden ist. 
Diese Glykodesoxycholsiure kommt mit Margarinséure ver- 
bunden als Glykocholeinséure in der Galle vor, und zwar ist das 
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molekulare Verhaltnis von Fettsiure zu Glykodesoxycholsiure 
fhnlich wie das bei Choleinsiiure. Der Glykocholeinsiiure ist 
die Formel (C33H3,0,CO-NH-CH,COOH),.C,;H3,,0 zu geben. 

Diese Margaringlykocholeinsiure und Xylolglykocholeinsiiure 
sind viel labiler als die eigentlichen Choleinsiiuren der hodheren 
Fettséuren und als die Xylolcholeinsiiure von Wieland. Durch 
wiederholte Umkrystallisation aus verdiinntem Alkohol verlieren 
diese gepaarten Choleinsiiuren ihre Additionskomponente _ all- 
miéhlich und werden in Glykodesoxycholsiure verwandelt. Da 
Glykocholeinsiéure aus Wintergalle fehlte, wurde die Glykodesoxy- 
cholséure aus Sommergalle dargestellt. Diese Glykodesoxychol- 
siure, die aus verdiinntem Alkohol in Nadeln krystallisiert, hat 
den gleichen Schmelzpunkt 186—188° wie die von Wieland, 
aber eine etwas héhere spezifische Drehung von |«]j,° =-+- 55,25. 
Wieland gibt die spezifische Drehung mit [«]p =-+ 48,70 an. 

Ob diese Glykodesoxycholsiure nach dem Wielandschen 
Choleinséiureprinzip mit anderen Fettsaéuren usw. gepaarte Cholein- 
siure bilden kann, wird weiter untersucht. 


Beschreibung der Versuche. 
Die Wintergalle des Kaninchens. 


Im Winter 1929 habe ich 500 Gallenblasen von Kaninchen 
sesammelt und in Alkohol aufbewahrt. Die Gallenblase ist von 
ErdnuB- bis BohnengréBe, langlich oval und enthalt 0,5—2,0 eem 
Galle, durchschnittlich 1,0 cem. Die frische Galle ist nicht eine 
ziihe, sondern eine diinnfliissige, schwach alkalische Fliissigkeit. 


Glykocholeinsaure. 


Ktwa 500 cem Galle (aus 500 Kaninchen gewonnen) wurden 
mit 500 cem 98°/,igem Alkohol zusammengebracht, um die Mucine 
zu beseitigen, und nach einem Tage wurde das Ganze filtriert. 
Das durch Destillation vom Alkohol befreite Filtrat wurde mit 
Natriumchlorid versetzt. Die hier ausgesalzene, dunkel briun- 
liche zihe Masse wurde in Wasser gelést und dureh Natrium- 
chlorid wieder ausgesalzen. Durch 3malige Wiederholung dieser 
Behandlung war die Substanz grauweifh geworden. Sie wurde 
dann vollstaindig an der Luft getrocknet und in fein pulveri- 
siertem Zustand (etwa 30 g) mit Chloroform und dann mit Ather 
24 Stunden lang im Soxhletapparat einer erschépfenden Extrak- 
tion unterworfen. Die zuriickgebliebene Masse wurde wieder 
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in Wasser gelést und mit verdiinnter Salzséure angesduert. 
Hierbei schied sich eine grauweiBbe flockige Masse ab. Nach 
dem <Absetzen wurde der Niederschlag abfiltriert und mit 
kaltem Wasser gut gewaschen. Die rohe Ausbeute betrug etwa 
28 ¢. Dieser Niederschlag wurde in Alkohol gelést, unter Zu- 
satz von ein wenig Wasser mit Tierkohle entfirbt und heiB 
filtriert. Das warme Filtrat wurde mit so viel heibem Wasser 
versetzt, daB eine bleibende schwache Triibung entstand. Nach 
dem Erkalten schieden sich schéne weife, lange Nadeln ab. Auf 
diese Weise wurde die Séure mehrmals aus Alkohol umkrystalli- 
siert. Die Ausbeute betrug 20 g. Nach dem Trocknen im 
Vakuum bei 110° schmilzt die Séure unter Aufschaiumen bei 
183—184°. Sie gibt keme Myliussche Reaktion, ist stickstoff- 
altig , jedoch nicht schwefelhaltig und schmeckt bitter. 

Spezifische Drehung in absolutem Alkohol: 

Konz. 1,5°/9, abgel. Winkel 1,54°, Rohrenlange 2,0dm. [x]j,°=-+ 51,3) 

0,1 g Substanz verbrauchte 2,32 ccm n/10-NaQOH. 

Aquivalent fiir C,;H,,0,(CogH;30;N), Ber. 429,49/, Gef. 431,0/,. 

0,1170 g Substanz ergab 0,2986 g CO,, 0,1045 g H,O. 


0,1077¢ ~~, » 027372 ,, 0,0945¢ ,, 
C,;H5,0.(CogHy0;N), Ber. C 69,85°/, H 9,85°/, 
Gef. ,, 69,60 . 9,99 
53 69,32 y» 9,82 


N-Bestimmung nach van Slyke durch Hydrolyse: 
0,016 ¢ Substanz ergaben 0,8 com N bei 16°, 767 mm Hg. 
(C..H,3;0,N),C,,H3,0.2 Ber. N 2,92°/, Gef. N 2,93°/, 


Verseifung. 


Desoxycholséiure. Zur Verseifung wurden 3g Glyko- 
choleinsiiure mit 60 c¢em 5°/,iger Natronlauge 30 Stunden lang 
unter RiickfluB gekocht. Die mit Salzséure ansgefillte Saure 
wurde aus Alkohol und aus Eisessig umkrystallisiert, die erstere 
schmilzt bei 173—174°, die letztere bei 144—145°. 

Salzsaurer Glykokoll-athylester. Das von der Desoxy- 
cholsiiure abfiltrierte Hydrolysenfiltrat wurde im Vakuum bis 
zum T'rocknen eingeengt, dann mit 20 cem 95°/jigen heiBen Alko- 
hols ibergossen und hei8 filtriert. Das warme Filtrat wurde 
wieder im Vakuum bis zum Trocknen eingeengt und mit 10 cem 
absolutem Alkohol extrahiert. In diesen alkoholischen Extrakt 
wurde trocknes Salzsiiuregas eingeleitet. Hierbei schied sich eine 
briunliche Krystallmasse ab. Diese wurde abgesaugt und aus 
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wenig absolutem Alkohol mehrmals umkrystallisiert, bis sich 
schéne weiBe Nadeln abgeschieden hatten. Die Ausbeute betrug 
etwa 0,02 g. Die im Vakuum iber Schwefelsiure getrockneten 
Krystalle schmolzen bei 144°. Sie sind in Alkohol und Wasser 
spielend leicht léslich. Diese Daten stimmen mit den von Cur- 
tius (1883) und Fischer fiir salzsauren Glykokollithylester 
angegebenen gut wherein. 


Xylol-glykocholeinsaure. 

2 ¢ Glykocholeinséure wurden mit 10 cem Xylol unter Riick- 
fluB gekocht. Die Krystalle gehen in Lésung, worauf sich gliinzende 
lange Nadeln abscheiden. Nach 1Istiindigem Abkiihlen wurde die 
in Xylol fast unldsliche Xylolglykocholeinsiiure abgesaugt. Die 
aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisierten Krystall- 
nadeln schmelzen bei 185—186°. 

0,1 g Substanz verbrauchte 2,03 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalent fiir (C.,H,,;0;N).C,H,) Ber. 502,35 

Gef. 492,61 
0,1130 g Substanz ergaben 0,2960 g CO, und 0,0985 g H,O. 


0,1055 g - - 0,2760 g_,, ., 0.0942 ¢ 
Ber. C 71,67°/, H 9,63°/, 
Gef. » 71,44 » 9,75 
- », 21,34 ». 9,99 
Spezifische Drehung in absolutem Alkohol: 
Konz. 1°/, abgel. Winkel 1,10°, Rohrenlinge 2,0dm. [«]§? = + 55,0". 
Margarincholeinsaure. 


Das von der Xylol-glykocholeinsiure befreite Filtrat wurde 
zur Trockne abdestilliert und der Riickstand ausgeithert. Nach 
dem Verdampfen des Athers bleibt ein in der Kiilte sofort er- 
starrendes Ol (0,1 g) zuriick. Es wurde in 5 eem Alkohol auf- 
venommen, mit 0,8 g reiner Desoxycholsiure versetzt und gekocht. 
Unter Zusatz von ein wenig Wasser wurde mit Tierkohle ent- 
firbt und heiB filtriert. Nach dem Erkalten wurde die Losung in 
den Eisschrank gebracht, wonach sich weibe Krystalle abschieden. 
Auf diese Weise wurden die Krystalle aus verdiinntem Alkohol 
3mal umkrystallisiert. Nach dem Trocknen im Vakuum bei 110° 

: : Schmelzp. 1883—184°. Die Ausbeute betrug 0,02 g. 


Margarinsaure. 


Das von der Xylol-glykocholeinsiure abgesaugte Filtrat wurde 
in einem Rundkolben mit dem doppelten Volumen Wasser ver- 
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setzt und am absteigenden Kiuhler destilliert. Der Riickstand 
wurde 2mal mit warmem Gasolin extrahiert. Nach dem Ver- 
dampfen des Gasolins wurde der Riickstand in wenig warmem 
Alkohol gelést. Diese alkoholische Lésung wurde im Vakuum 
vetrocknet. Dabei blieb eme gelbliche Masse zuriick. Sie schmilzt 
scharf bei 58°. 

0,0112 g Substanz brauchte 0,43 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 270,3 Gef. 260,4. 


Es ist wahrscheinlich, daB Margarinséure vorliegt. 


Glykodesoxycholsaure. 

Da als Material Glykocholeinsiure aus Wintergalle fehlte, 
habe ich sie aus Sommergalle in gleicher Weise wie aus Winter- 
galle dargestellt. Durch mehrmalige Umkrystallisierung aus ver- 
dimntem Alkohol wurde sie in schénen Krystallnadeln erhalten. 
Schmelzp. 186—188°. 

Spezifische Drehung in absolutem Alkohol: 

Konz. 1,285°/, abgel. Winkel 0,71°, Réhrenlange 1,0 dm. [«]7,° =+ 55,25’. 

0,1 g Substanz verbrauchte 2,28 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalent fiir C.,H,30,;N Ber. 449,3 

Gef. 438,6 
0,1007 g Substanz ergaben 0,2555 g CO,, 0,0816 g H,O. 


0,1021 g m ba 0,26llg ,, 0,08385¢g ,, 
C,,H,,0,N Ber. C 69,48°/, H 9,58°/) 
Gef. ,, 69,19 » wee 
is », 70,03 » 9,15 
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Zur Kenntnis der Proteasennatur. 
IX. Mitteilung. 


Bestimmung des Optimums der Wasserstoffionenkonzentration bei 
Verdauung von EiereiweiB durch Froschpepsin bei 38°. 
Von 


N. P. Pjatnitzky. 


Aus der chemischen Abteilung des Moskauer Tropeninstituts und aus dem Laboratorium 
fiir biologische Chemie des Kubaner Instituts ) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1931.) 


In einer jiingst erschienenen Mitteilung!) wurde dargelegt, 
daB die Verdauungskraft des Magensaftes des Frosches dargestellt 
wird durch 10 mm EiweiBstibchen nach Mett innerhalb 18 Stdn. 
bei 38°C und eines p,, von 1,64—1,84. Der Magensaft des 
Frosches wurde mit Hilfe eines Operationsexperiments nach den 
Angaben von Prof. Smirnow gewonnen.*) Nach Anfiillung des 
Froschmagens mit Korkstiickchen, die durch das Maul eingefiihrt 
wurden, wird unter Chloroform in der Mittellinie ein Bauch- 
schnitt von 1—1,5 cm Linge ausgefiihrt, und darauf der Magen 
an der Cardia und dem Duodenum durch Ligaturen umschniirt, 
bei Intaktlassen der BlutgefiiBe. Die Wunde der Bauchwand 
wird mit 2—3 Nahten geschlossen, und der Frosch darauf in ein 
GefiB mit Wasser gesetzt. Nach 2 Tagen labt sich, nach Zer- 
stérung des Zentralnervensystems des Frosches, aus dem gedfi- 
neten Magen bis 1 ccm Magensaft entnehmen. Zudem besitzen 
die Korkstiickchen als solche in Gegenwart von 0,1°/, HCl die 
Fahigkeit zu lebhaftester Verdauung von Hiihnereiweib. Wie 
ich schon in meiner ersten Mitteilung') angegeben habe, besitzt 
der Salzsiureextrakt von aus dem Magen getéteter Frésche ent- 
nommenen Korkstiickchen starke Verdauungskraft nach Mett; 
sie erreicht 11,5 mm Eiweifstabchen in 20 Stunden bei 38° C 
und eines p,, von 1,87. 

Weil die ,,p,-Optimumkurve“ einen der wesentlichsten Fak- 
toren darstellt, die die Natur eines Ferments bestimmen, so bil- 
dete im gegenwirtigen Abschnitt meiner Untersuchungen die Be- 





1) Diese Z. 194, 43 (1930). 
*) Sitzungsprotokoll der Ges. der Naturf. der Don-Uniy. 1918 (russisch). 
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stimmung des p,,-O timums fiir Froschpepsin die Hauptsache. Mit 
der Bestimmung de Wertes des p,,-Optimums fiir das Pepsin ver- 
schiedener Tiere haben sich eine ganze Reihe von Forschern be- 
schiiftigt. Nach den Angaben von Christiansen?) ist das Optimum 
der Wasserstoffionenkonzentration fiir das Pepsin verschiedener Tiere 
nicht das gleiche: bei Schweinen und Hunden liegt es héher als beim 
Menschen. Nach anderen Autoren vermag das Pepsin der Kalt- 
bliiter EiweiB in einem mehr sauren Milieu besser zu verdauen 
als dasjenige der Warmbliiter. Nach Weinland?) ist das Pepsin 
der Haifische bei 1,2—2,2°/, Salzsiiuregehalt wirksam. Her- 
werden’) behauptet jedoch, daB das Wirkungsoptimum des Hai- 
fischpepsins zwischen 0,5—1,0°/, HCl liegt. Augenscheinlich ist 
man auf Grund derartiger Angaben zu dem Schlu8 gecko imen, 
daB das Pepsin verschiedener Tiere nicht identisch ist. 

Die Lage des Reaktionsoptimums hingt, wie bekannt, von 
der Temperatur, der Reinheit des verwandten Ferments, der 
Dauer der Einwirkung des Ferments und der Natur des ver- 
wandten Substrats ab. 

Auf Empfehlung von Herrn Prof. J.A.Smorodinzew wihlte 
ich fiir meine Untersuchungen HiihnereiweiB als Substrat und 
bestimmte die Aktivitat des Ferments in Millimetern Ejiweib- 
stiibchen nach Mett in 20 Stunden bei 38°C. Wie die Arbeiten 
Smorodinzews und seiner Mitarbeiter*) beweisen, ist die Mett- 
sche Methode, abgesehen von ihrer Einfachheit, bei Massen- 
versuchen iuBerst bequem und ergibt bei sorgfaltiger Auffiillung 
der Capillaren mit EiweiB geniigend genaue Resultate. 

Beim Studium der ,,Kurve des p,,-Optimums“, fiir das Pepsin 
von Kaltbliitern verwandte ich als Fermentmaterial: 1. ,,Pfropfen“- 
magensaft von Fréschen, 2. SalzsiiureaufguB der Pfropfen, die 
aus dem Magen der getéteten Frésche entnommen waren und 
3. Salzsiureextrakt der Froschmagensubstanz. Samtliche drei 
genannten Priparate wurden von mir ebenso wie friiher gewonnen. 
Um eine fiir die Untersuchungen geniigende Menge von ,, Pfropfen‘- 
magensaft zu erhalten, muBte ich 20—30 Frésche auf einmal 
operieren. Gewdhnlich am zweiten, mitunter am dritten Tage 
nach der Operation konnte ich bis 30 ccm Magensaft von schlei- 
miger Konsistenz entnehmen, die Korkstiickchen wurden gesondert 
bearbeitet mit 30 ccm HCl, Aciditaét 30. Die Magen wurden im 
Mérser mit Jenaer Glassand zerrieben und mit !/,, n-HCl extra- 


1) Biochem. Z. 46, 24, 50 (1912). *) Z. Biol. 41, 35 (1901). 
*) Diese Z. 56, 453 (1908). *) Diese Z. 189, 107 (19380). 
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hiert — 3ccm HCl-Lisung auf 1g Mage :ubstanz. Vor der 
Untersuchung wurden simtliche drei Priiparat zentrifugiert. Zur 
Bestimmung der freien HCl, gebundenen HC1, Gesamt-HCl und 
(sesamtaciditét bei siimtlichen drei Priiparaten mit Hilfe der Ti- 
tration nach Michaelis fiillte ich je 2 ccm einer jeden Lisung 
in ein groBes Probierréhrchen aus Jenaer Glas. Mit Hilfe von 
zwei Tropfen NSalzsiiure bestimmter Konzentration (1,4n, In, 
0.8n, 0,4, 0,2n, 0,1 n) entstand in einer Reihe von Réhrchen ein 
Umschlag der Reaktion nach der sauren Seite hin, in einzelnen 
Versuchen bis zu p,, 0,8. Eine Verschiebung des p,, von dem 
Ausgangs-p,, des Priiparates nach der Seite geringerer Aciditiat 
wurde durch zwei Tropfen Na,CO,-Lisung verschiedenen Titers 
erreicht ‘(0,025 n, 0,05n, 0,2n, 0,5n). Auf diese Weise erhielt 
ich fiir jedes Priiparat eine Reihe Probierréhrchen (8—14) mit 
allmihlich ansteigendem p,,. In jedes der Réhrchen wurden zwei 
Mettcapillaren gelegt und das gesamte Stativ auf 20 Stunden 
bei 37—38° C in den Thermostaten gestellt. Nach 20 Stunden 
wurde die Aktivitiitszahl nach der Liinge des in der Capillare 
verdauten Eiweifstiibchens mit Hilfe eines MillimetermaBstabes 
bestimmt und mit der Chinhydronmethode die Bestimmung des 
p,, in jedem Roéhrchen durchgefiihrt. Die Bestimmung der p,, 
vor Untersuchung der Verdauungskraft war infolge der geringen 
Menge an Versuchsmaterial nicht méglich. Aus den Arbeiten 
Smorodinzews und seiner Mitarbeiter!) ist bereits bekannt, 
daB bei Verdauung von Hiihnereiweif unter gleichartigen Ver- 
suchsbedingungen eine schroffe Reaktionsiinderung wihrend der 
Verdauung nicht zu beobachten ist, in jedem Falle iibersteigt 
die Verschiebung nicht 0,05 p, nach der alkalischen Seite hin. 
Im ganzen wurden von mir mit den bezeichneten Froschpepsin- 
priiparaten 5 Versuchsserien durchgefiihrt. 

Zum Vergleich und zur Kontrolle wurden Parallelversuche 
mit menschlichem Magensaft angestellt, der mit Hilfe einer dicken 
Sonde nach dem Ewaldschen Probefrihstiick erhalten wurde. 
Die Verdauungsversuche nach Mett parallel mit Pepsinpriparaten 
vom Frosch und mit Magensaftpriiparaten vom Menschen (als 
von Warmbliitern stammendem Pepsin) anzustellen, erwies sich 
auch aus dem Grunde als notwendig, weil in der Literatur in 
der Frage des p,,-Optimums fiir Pepsin die Angaben der ein- 
zelnen Autoren etwas voneinander abweichen. Die einzelnen 

1) Biochem. Z. 208, 151 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIX. 16 
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Forscher verwandten verschiedene Pepsinpriparate, und, was die 
Hauptsache ist, bestimmten das p,,-Optimum an verschiedenen 
Substraten. 

So entspricht das py-Optimum nach Northrop’) 1,0—1,2 py, nach 
Sédrensen’®) liegt es fiir Acidalbumin bei 37° C zwischen 1,6—1,8 pj;; 
Shin-Shima®*) gibt fiir dasselbe Azidalbumin eine Zahl nahe von 1,5 py an. 

Smorodinzew‘) und seine Mitarbeiter geben die Zahl von 1,25 bis 
1,29 py, als optimale GréBe fiir die Verdauung von durch Kochen ge- 
ronnenem HiihnereiweiB im Laufe von 24 Stunden bei 37° C an. Die Vere 
suche Smorodinzews sind mit Priparaten der Fabrik Leitz & Ferrein 
ausgefiihrt in Gestalt 1°/,iger Pepsinlésungen in Salzsiure verschiedener 
Konzentration. 

Die von mir erhaltenen Versuchsresultate sind in den Ta- 
bellen I und II und in den Versuchsprotokollen zusammengestellt. 

In Tab. I sind die Ergebnisse der Untersuchung von Magen- 
siiften und Extrakten ohne jede Art Zutaten zusammengestellt: 
Verdauungskraft nach Mett und Bestimmung des Siuregehaltes 
nach Michaelis. 

Tabelle I. 


Verdauungskraft und Siiuregehalt des Magensaftes und der Extrakte ohne 
veriindernde Zutaten. 














Verdanungskraft Siiuregehalt nach Michaelis 
nach Mett 
I ntersuchte Da 5 is " as 
Siifte ; as eee ie | Bs 
I in mm II in mm 2 Boe em in 
= |Sg |S |5* 
Gemischte | 11,0 11,6 1,99 3 17 20 33 
Magensiifte 7 $ 2.34 2 10 12 25 
vom Frosch 8,2 4 2,8 0 25 29 0 
) J - 
wo q 12,8 13 1,9 17 | 10 | 27 | 82 
per Ag 6,4 7 1,48 20 7 27 50 
299m | 12,8 12,8 1,87 12 16 28 36 
Frosches ? 
a | 5,8 6 22 2 | 48 | 50 | 85 
| Os 64 | 1,4 1,8 15 46 —s«G 1 95 
a 4 4 21 0 53 53 86 
substanz 
Magensaft | 13,8 14 1,41 46 13 59 66 
v. Menschen, ¢ 15 — 1,53 36 16 52 61 
nach Probe- | 10,4 10,6 1,99 12 10 22 31 
friihstiick 10,4 10,4 1,65 18 12 30 37 
') J. of gen. Physiol. 3, 211 (1920). 2) Biochem. Z. 21, 131 (1969). 


5) J. of biochem. Japan. 2, 207 (1923). ') Diese Z. 189, 107 (1930). 
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In Tabelle II sind die Resultate der Untersuchung der Ver- 
daunungskraft nach Verinderung der p,, durch Hinzutiigung ver- 
schiedener Siure- und Alkalimengen zusammen angefihrt. 


In den Protokollen sind fiir siimtliche finf Versuchsserien 
yon links nach rechts angeordnet: 

Versuchsergebnisse mit Froschmagensaft, mit Infus, mit Ex- 
trakt und mit menschlichem Magensaft. Uberblicken wir die 
Reihe der Bestimmungen der p,,-Aktivitit des Pepsins im Magen- 
saft des Frosches, so sehen wir in simtlichen fiinf Versuchsserien, 
daB das Maximum der Verdauung in 20 Stunden bei 88° durch 
folgende Ziffern in Millimeter Eiweifstiibchen nach Mett dar- 
gestellt wird: 12mm, 12 mm bei p, 1,68 (1. Serie) 12 mm, 
12mm bei p,, 1,69 (2. Serie). 12mm, 12,2 mm bei p,, 1,71 
(3. Serie). 11 mm, 11,2 mm bei p,, 1,69 (4. Serie) und 10,4 mm, 
10,6 mm bei p,, 1,64 (5. Serie). In den Versuchsserien mit 
PfropfenaufguB, wobei die Pfropfen aus den Magen der Frésche 
stammten bei p,, 1,61, 1,66 (1,71), 1,67, 1,76, 1,78 (1,87) mit 
Kxtrakten — bei p,, 1,83, 1,86 (1,89), 1,9, 1,86 (1,99). Die 
Breite der lebhaften Verdauung liegt zwischen 1,4—2,0 p,,. Eine 
merkbare Verdauung beginnt jedoch schon bei 0,88 und 3,4 p,,. 

Die optimalen p,,-Ziffern zur Verdauung von Hiihnereiweif 
durch menschlichen Magensaft sind fiir siimtliche fiinf Serien 
folgende: 1,52, 1,44, 1,53, 1,65 (1,7), 1,65 (1,72). AuBerst leb- 
hafte Verdauung durch menschlichen Magensaft erfolgt jedoch 
bei p, 1,24 (1. Serie). 1,21 (2. Serie). 1,29 (8. Serie). 1,47 
(4. Serie). 1,27 (5. Serie.) 

Die von mir erhalten p,,-Ziffern stehen also den von Sérensen 
und Shin-Shima erhaltenen nahe und zeigen gewisse Unter- 
schiede gegeniiber den Ergebnissnn von Northrop und Smoro- 
dinzew. Meine Versuchsergebnisse in bezug auf das p,,-Optimum 
des Froschpepsins stimmen nicht mit den Schlu&folgerungen iiber- 
ein, die friihere Autoren in bezug auf das Pepsin der Kaltbliiter 
gemacht haben. Das p,-Optimum fiir das Pepsin des Frosches 
liegt ungefihr in denselben Grenzen wie das p,-Optimum fiir 
das Pepsin des Menschen. Die geringen Abweichungen der 
»Kurven des p,-Optimums, die ich fiir das Pepsin des Frosches 
und des Menschen erhielt, sind augenscheinlich durch die ver- 
schiedenen Beimischungen zu erkliren, die sich im Magensaft 
des Menschen und im besonderen im Extrakt der Gesamt- 
magensubstanz des Frosches befinden. Fiir den EinfluB von 
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Beimischungen sprechen auch die Titrationsresultate siimtlicher 
Priparate nach Michaelis. Wie aus den Protokollen und 
Tabellen ersichtlich ist, besitzt der ,,Pfropfen‘“magensaft des 
Frosches und der Extrakt aus der Magensubstanz des Frosches 
relativ héhere Ziffern fiir Gesamtaciditiit im Vergleich mit den 
Ziftern fiir Gesamtsalzsiure. Augenscheinlich liegt mit zu- 
nehmender Reinigung des Pepsins von fremden Beimischungen 
sein p,,-Optimum immer mehr im sauren Milieu. Zugunsten 
derartiger Vermutungen sprechen auch die Erfahrungen von 
Northrop und Smorodinzew, nach deren Angaben das p,,- 
Optimum gereinigter Pepsinpriiparate zwischen 1,1 und 1,2 liegt. 


Zusammenfassung. 


1. Das p,,-Optimum zur Verdauung von koaguliertem Hiihner- 
eiweiB bei 38° im Verlauf von 20 Stunden durch ,,Pfropfen‘- 
magensaft vom Frosch und Pfropfen,,aufguB liegt zwischen 
1,64 und 1,78. 

2. Das p,,-Optimum befindet sich, bei gleichen Versuchs- 
bedingungen, fiir Extrakt aus der Magensubstanz des Frosches 
bei 1,88—1,99. 

3. Das p,-Optimum fiir menschlichen Magensaft liegt bei 
genannten Bedingungen zwischen 1,44 und 1,72. 

4. Die ,Kurven des p,-Optimums* legen fiir das Pepsin 
des Frosches und des Menschen nahe beieinander, danach wird 
also die in der ersten Mitteilung ausgesprochene Behauptung 
bestiitigt, daB das Pepsin der Kaltbliiter mit dem der Warm- 
bliiter identisch ist. 


Fiir die groBe Aufmerksamkeit, die Herr Prof. Smirnow 
meiner Arbeit widmete, fihle ich mich zu aufrichtigem Dank 
verptlichtet. Desgleichen spreche ich Herrn Prof. Smorodinzew 
meinen tiefen Dank aus fiir die auberordentlich wertvollen Hin- 
weise und die allgemeine Leitung der meisten Versuche. 
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Uber ein zweites Hormonkrystallisat aus Schwangerenharn 
und seine physiologischen und chemischen Beziehungen zum 
krystallisierten Follikelhormon. 


[Untersuchungen tiber das weibliche Sexualhormon, 6. Mitteilung.’)| 


Von 


A. Butenandt und F, Hildebrandt. 


(Unter Mitarbeit von Erika Butenandt und Dorothee von Dresler.) 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitét-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1931.) 


Die bisher durchgefiihrte chemische Charakterisierung des 
krystallisierten Follikelhormons hat fiir das bei 250—251° schmel- 
zende reine Krystallisat aus Schwangerenharn die Molekular- 
formel C,,H,,O0, wahrscheinlich gemacht, diese Zusammensetzung 
aber gegentiber dem homologen Ausdruck (,,H,,O, noch nicht 
vollig sichern kénnen. 

Von den zwei Sauerstoffatomen liegt augenscheinlich eines 
in Form einer veresterbaren Hydroxylgruppe vor, wie durch 
die Darstellung eines Acetyl- und Benzoylderivates erwiesen wurde, 
das zweite wurde durch den Umsatz mit Ketonreagenzien als 
Carbonylgruppe identifiziert; da jedoch unter geeigneten Ver- 
suchsbedingungen auch Di-ester dargestellt werden konuten, wurde 
die Ketogruppe als leicht enolisierbar angesprochen und durch 
diese Tautomerie-Erscheinung auch der schwach saure Charakter 
des Hormons im Verhalten gegen Alkali gedeutet. 

Aus den Ergebnissen der katalytischen Hydrierung wurde 
auf das Vorhandensein mehrerer (walrscheiniich dreier) Doppel- 
bindungen geschlossen und somit die Konstitution des Hormons 
als die eines ungesiittigten Oxyketons erkannt.’) 


1) 5. Mitteilung: Diese Z. 191, 140 (1930). Eine zusammenfassende 
Ubersicht aller bisherigen Forschungsergebnisse, einschlieBlich der sich aus 
vorliegender Arbeit ergebenden Schlubfolgerungen findet sich in der Mono- 
graphie: A. Butenandt, Untersuchungen iiber das weibliche Sexuaihormon 
(Follikel- oder Brunsthormon). Abhandlungen der Ges. d. Wissenschaften 
zu Gottingen, Mathem.-physik. Klasse; III. Folge, Heft 2, Dezember 1930. 
Weidmannsche Buchhandlung, Berlin 1931. 
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Interessanterweise konnte G. F. Marrian’) unter Anwendung 
sehr uihnlicher Anreicherungsprinzipien, wie sie von EK. A. Doisy?®) 
und von uns*) bevorzugt wurden, aus Schwangerenharn ein 
zweites im Brunstversuch an der kastrierten Maus wirksames 
Krystallisat bereiten, das nach seiner Charakterisieruug ein- 
heitlich, aber sicher von dem _ bisher untersuchten Hormon- 
krystallisat ©,,H,,0, (Schmelzp. 250—251°) verschieden ist; das 
ebenfalls farblose Priaparat schmilzt nach Marrians Angaben 
(unter vorhergehender Sinterung um 255°) erst bei 262—266° 
unter brauntirbung, ist durch eine geringere Léslichkeit in den 
meisten organischen Loésungsmitteln ausgezeichnet und durch 
eine optische Rechtsdrehung von [@],,.. = +388° charakterisiert. 
Die physiologische Wirksamkeit liegt nach der Kichungsmethode 
von Marrian und Parkes‘) (Injektion einer wabrigen Losung 
in viermaliger Unterteilung innerhalb von 36 Stunden, bei Priifung 
auf Vollbrunst an 50°/, der Versuchstiere) bei etwa T—8 Millionen 
ME pro Gramm, sie bleibt auch bei sehr hiufigem Umkrystalli- 
sieren der Priiparate konstant. 

Durch eine Reihe von Analysen und Molekulargewichts- 
bestimmungen nach Rast ermittelte Marrian fiir das von ihm 
isolierte Hormonpriiparat die Molekularformel C,,H,,O,. Alle 
drei Sauerstoffatome liegen in Form von Hydroxylgruppen vor; 
es gelang leicht die Darstellung eines Triacetates der Zusammen- 
setzung C,H, (OCOCH,), vom Schmelzp. 120—122°, welches durch 
Verseifung die urspriingliche Substanz zuriicklieferte. 

Wihrend das Acetat nicht in Alkali léslich ist, liBt sich 
der wirksame Stoff selbst in 5°/,iger wiBriger Kalilauge in der 
Kiilte lésen; aus seiner alkalischen Liésung wird er durch Kohlen- 
siiure wieder gefillt. Dieser schwach saure Charakter des Hor- 
mons wird von Marrian durch die Annahme eines pheno- 
lischen Hydroxyls gedeutet, zu dessen Nachweis eine Leit- 
fihigkeitstitration durchgefiihrt wurde und positive Farbreaktionen 
mit Millons Reagens, diazotiertem p-Nitro-anilin und konzen- 
trierter Salpetersiure angegeben werden. 

Die fiir beide Stoffe bisher als wahrscheinliche Formeln an- 
gegebenen Ausdriicke (,,H,,O, und (,,H,,O, lassen einen ein- 


') Biochemie. J. 24, 435 u. 1021 (1930). 

*) Doisy, Veleru. Thayer, J. of biol. Chem. 86, 499; 87, 357 (1930). 
*) Butenandt, Diese Z. 191, 127 (1930). 

‘) J. of Physiol. 67, 389 (1929). 
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fachen Zusammenhang erkennen, auf den bereits in der letzten 
Mitteilung hingedeutet wurde!): Da das zweite Krystallisat durch 
den Mehrgehalt von einem Mol Wasser ausgezeichnet ist, lag 
die Annahme nahe, da8 in ihm ein ,,Hydrat‘ des Follikelhormons 
vorliegt. 

Die Klarstellung der chemischen und physiologischen Be- 
ziehungen der beiden Stoffe zueinander und die Beant- 
wortung der Frage, ob sie beide nebeneinander im Schwangeren- 
harn vorkommen oder bei der Aufarbeitung auseinander ent- 
stehen, erschien uns neben der weiteren Sicherstellung der 
Molekularformel des Hormons als die gegenwiirtig wichtigste 
Aufgabe der Bearbeitung des Follikelhormons, zumal die Rein- 
darstellung zweier verschiedenartiger Stoffe mit gleicher physio- 
logischer Wirksamkeit erneut haben Zweifel daran aufkommen 
lassen, ob die Isolierung des reinen weiblichen Sexualhormons 
tatsiichlich gegliickt sei, oder ob nicht etwa die physiologische 
Wirksamkeit der isolierten Krystallisate durch eine ,,Verunreini- 
gung* an und fiir sich unwirksamer Priiparate hervorgebracht 
wiirde.?) 

Die einwandfreie Entscheidung zwischen den modglichen Aus- 
driicken fiir die Molekularformel des Hormons ist uns_ bisher 
nicht méglich gewesen, jedoch konnten wir experimentell véllig 
sicherstellen, daB in dem von Marrian isolierten Kry- 
stallisat ein neben dem Hormon im Schwangerenharn 
vorkommendes .,Hormonhydrat* vorliegt. Von der Be- 
zeichnung des neuen Stoffes als ,,Hormonhydrat“ wird in der 
foleenden Ubersicht der Versuchsresultate von vornherein Ge- 
brauch gemacht. 


I. Uber die Darstellung und Charakterisierung des von 
G. F. Marrian isolierten Hormonhydrates. 


Nach der Methode von Marrian*) wurden Chloroform-Roh- 
extrakte aus angesiiuertem Schwangerenharn, sowie das bisher 


') Diese Z. 191, 156 (1930). 

*) Vgl. G. F. Marrian, Biochemie. J. 24, 1021 (1930). — Kiirziich 
erschien in dieser Z. 196, 19 (1931) eine Arbeit von B.Skarzyfiski, die 
° Monate nach erfolgter experimenteller Kliirung der vorliegenden Ver- 
haltnisse (vgl. A. Butenandt, Abhandl. d. Ges. d. Wissenseh. Gottingen, 
Mathem.-physikal. Ki, IfI. Folge, Heft II) nochmals auf die Zweifel hin- 
weist, die durch die Isolierung der beiden Krystallisate hervorgebracht 
worden sind. 

8) a. a. O. 
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von uns verwendete technische ,,Schwangerenharn—Rohél*!) mit 
wiBriger Kalilauge hydrolysiert, die alkalische Lésung wurde 
nach dem Siittigen mit Kohlensiiure mit Ather extrahiert, die 
iitherléslichen Anteile mit Aceton aufgenommen und die in Aceton 
lésliche Fraktion wiederholt mit 50°/,igem Alkohol ausgekocht. 
Die vereinigten alkoholischen Filtrate wurden in Ather aut- 
genommen, der wirksame Anteil in wiiBrig-alkalische Lésung 
libergetiihrt, aus der er nach dem Ansiiuern zu isolieren ist.®) 

In jeder Phase der Aufarbeitung konunten die Angaben von 
Marrian vollauf bestitigt werden, man erfaBt 85—40°/, der 
physiologischen Wirksamkeit des Ausgangsmaterials in Gestalt 
elmer aus Alkohol oder Kssigester gut krystallisierenden Substanz, 
deren Schmelzpunkt wir wiederholt zu 268—269°, spiiter kon- 
stant zu 275—276° ermittelten: die optische Drehung (in Pyridin) 
betriigt [@], = +34,4°, [e¢],,,. = +38,5°. 

Die Priitung der analytischen Zusammensetzung be- 


stitigte die von Marrian angegebenen Werte, welche gut auf 


eine Molekularformel C,,H,,O, stimmen; iiberdies hatte Herr 
Dr. Marrian die Liebenswiirdigkeit, uns einige Milligramm seines 
Originalpriiparates zu iiberlassen, wir ermittelten dessen Schmelz- 
punkt zu 268—269°, ein Mischschmelzpunkt mit unserer Sub- 
stanz lag bei der gleichen 'emperatur. Die Identitit der Kry- 
stallisate ist auch durch alle itibrigen Kriterien vollig gesichert. 


II. Uber die physiologische Wirksamkeit des Hormonhydrats. 


Von ganz besonderem Interesse erschien uns die physio- 
logische EKichung des Hormonhydrates nach unserer fiir die Aus- 
wertung des reinen Hormons herangezogenen Methodik®*), da es 
uns nunmehr erstmalig méglich war, die physiologischen Wirk- 
samkeiten beider Krystallisate auf der Grundlage gleicher Kichungs- 
technik miteinander zu vergleichen. Es war festgestellt worden, 
daB dem krystallisierten Follikelhormon ein physiologischer Wir- 
kungswert von 8 bis zu 40 Millionen ME pro Gramm zukomnt, 
je nachdem, ob die vollwirksame Dosis in einmaliger Injektion 
oder mit protrahierter Injektionstechnik an die Versuchstiere 


verabreicht wird.*) 


') Vel. diese Z. 191, 129 (1930). 
*) Kinzelheiten der Aufarbeitung und ihre Abiinderung zur Erzielung 


gréBerer Ausbeuten, vgl. S. 257—258. 
’) A. Butenandt u. E. von Ziegner, Diese Z. 188, 1 (1930). 
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Auf vyollig gleichartiger experimenteller Basis wurden eine 
Reihe von Zubereitungen des Hormonhydrates auf ihre physio- 
logische Wirksamkeit gepriift. Uberraschenderweise hat sich in 
allen Fallen ergeben, daB die Wirksamkeit des Hydrates 
wesentlich unterhalb von der des Hormons liegt: 

An drei nach der Methode von Marrian dargestellten Prii- 
paraten ermittelten wir bei einmaliger Injektion in Ollisung als 
Grenzdosis der physiologischen Wirksamkeit 0,666—0,800 y, das 
entspricht einem Wirkungswert von 1,25—1,5 Millionen ME pro 
Gramm; zu demselben Ergebnis fiihrte unsere Auswertung des 
Originalpraparates von Marrian.?) 

Bei Anwendung einer protrahierten Injektionstechnik 
erhéht sich der physiologische Wirkungswert dieser Hydrat- 
zubereitungen etwa in demselben Verhiiltnis, wie es friiher fiir 
das Hormon selbst ermittelt wurde: Verteilt man bei der Aus- 
wertung die zu injizierende Dosis auf zwei Injektionen innerhalb 
von 12 Stunden, so liegt die Grenzdosis bei 0,25 7 (4 Millionen ME 
pro Gramm); bei viermaliger Injektion im Abstande von je 
12 Stunden ermittelten wir 0,125 y (8 Millionen ME pro Gramm), 
hei sechsmaliger Injektion innerhalb von 48 Stunden 0,100 7 
10 Millionen ME pro Gramm) als wirksame Grenzdosis.*) 

Die mit dieser Injektionstechnik ermittelten Werte stehen in 
cuter Ubereinstimmung mit den von Marrian angegebenen Wirk- 
samkeiten, wie aber ein Vergleich der physiologischen Wirkungs- 
werte des Hydrates mit denen des Hormons ergibt, entfalten die 
untersuchten Hydratzubereitungen nur ', bis ?/; von der Wirk- 
samkeit des Hormons.’*) 

Sehr bemerkenswerterweise wurden nun kiirzlich — zumeist 
unter Anwendung einer weiter unten*) zu besprechenden Methode 
— Krystallfraktionen des Hormonhydrates dargestellt, die nach 
sehr hiiufigem Umkrystallisieren einen konstanten Schmelzpunkt 
von 276° aufweisen, zwar keinerlei Schmelzpunktsdepression mit 
iriiher bereiteten Hydratfraktionen ergeben, eine gleiche optische 
Drehung, sowie die normale analytische Zusammensetzung fiir 
C.,H,,0, zeigen, sich jedoch in der physiologischen Wirksamkeit 
wesentlich von den eben besprochenen Zubereitungen unterscheiden. 


1) Zu den Auswertungsergebnissen, vgl. die Tabellen auf S. 261. 

*) Vgl. Tabellen auf 8S. 262. 

*) Vgl. die Ergebnisse in der Abhandlung der Gesellschaft der Wissen- 
schaften zu Gottingen, mathematisch-physikalische Klasse III. Folge, Heft 2, 
S. 68, Dezember 1930 

') Vgl. S. 254—2355. 
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Nach mehrfacher physiologischer Auswertung (in ein- 
maliger Injektion in Ollésung) zeigen diese neuen Hydrat- 
zubereitungen die sehr geringe Wirksamkeit von etwa 
200000 ME pro Gramm, d.h. sie entfalten nur den 40. bis 
50. Teil von der Wirksamkeit des Hormons.!) Es erhebt 
sich auf Grund dieser Ergebnisse die rage, ob mehrere isomere 
Hormonhydrate im Schwangerenharn vorliegen oder ob die phy- 
sidlogische Wirksamkeit der héher wirksamen Hydratzubereitungen 
auf eine Mischkrystallbildung mit dem Hormon zuriickzufiihren 
ist; es ist nicht undenkbar, daB das Hydrat selbst véllig unwirksam 
ist und dab auch die geringe Wirksamkeit von 200000 ME pro 
Gramm, die wir bisher durch Umkrystallisation nicht entfernen 
konnten, auf einer Mischkrystallbildung mit 2°/, Hormon beruht?): 
Versuche zur Entscheidung der vorliegenden Probleme sind in 
Angriff genommen.*) Kin Vergleich der Wirksamkeiten des Hormons 
und der bisher isolierten Hydratzubereitungen findet sich in Tabelle I. 


Tabelle L. 


Vergleich der Wirksamkeiten des Hormons und seines Hydrates. 





Injektion | Injektion | Injektion | Injektion 


in in in in 
1maliger | 2 maliger | 4 maliger | 6 maliger 
Dosis Dosis Dosis Dosis 


Krystallisiertes Follikelhormon 8 Mill. 15 Mill. | 30 Mill. | 40 Mill. 


Sehmelzp, 250—251 ° ME prog | ME prog] ME prog] ME prog 
Hormonhydratzubereitung I 1,5 Mill. 4 Mill. 8 Mill. 10 Mill. 
Schmelzp. 269° ME prog | ME prog| ME prog] ME prog 


(dargestellt nach Marrian) 
Hormonhydratzubereitung IT 100000 — -— -- 
Schmelzp. 276° (dargestellt bis 200000 
nach der Aufarbeitung S. 260) | ME pro g 














') Die Untersuchungen dieser Hydratfraktionen wurden von Friiulein 
lL. Stérmer durechgefiibrt. 

2) Wie schon erwiihnt wurde, ist die Frage diskutiert worden (Mar- 
rian, SkarZynski), ob nicht die physiologische Wirksamkeit aller bisher 
dargestellter Priiparate — auch der Hormonkrystallisate Schmp, 250—251 
— auf einer adsorptiv vorhandenen Menge von nicht fabbarem Hormon 
beruhe; diese Ansicht ist durch die folgenden Versuchsreihen vollig sicher 
ausgeschlossen (vgl. S. 252). 

‘) Wie uns freundlicherweise mitgeteilt wurde, haben die Herren 
Dr. Dohrn u, Dr, Hohl weg)(Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G . 
Berlin) nach unserem auf $8, 254—255 vorliegender Arbeit angegebenen Ver- 
fahren bemerkenswerterweise auch aus Stutenharn ein Hormonhydrat- 
priiparat mit gleichen physikalischen Kigenschaften darstellen kénnen, welches 
ebenfalls nur eine Wirksamkeit von etwa 200000 ME pro Gramm zeigt. 
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III. Uber die chemischen Beziehungen der beiden Krystallisate 
zueinander. 


Nachdem durch die Ergebnisse der geschilderten Untersuchung 
gesichert war, daB man bei geeigneter Methodik aus Schwangeren- 
harn mindestens zwei nicht miteinander identische Hormon- 
priparate darstellen kann, die sich anscheinend durch eine qualitativ 
gleiche physiologische Wirksamkeit auszeichnen, war die Auf- 
klirung ihrer Beziehungen zueinander experimentell durchzufihren. 
Die Molekularformeln beider Stoffe — C,,H,,0, und C,H, ,0, — 
deuten auf einen nahen chemischen Zusammenhang: Da auch 
das chemische Verhalten der beiden Krystallisate sehr ihnlich 
ist, so liegt die Deutung nahe, daB der von Marrian isolierte 
Stoff C,,H,,O, durch Addition von 1 Mol Wasser an eine Doppel- 
bindung oder an die Carbonylgruppe von C,,H,,O0, entstanden 
gedacht werden kann. 

Grundsitzlich waren die Méglichkeiten gegeben, dab entweder 
einer der beiden Stoffe wihrend des Aufarbeitungsganges kiinstlich 
aus dem anderen hervorgeht, oder daB beide Stoffe nebeneinander 
im Schwangerenharn vorliegen. 

Ausfiihrliche Versuchsreihen haben ergeben, daB keines der 
: beiden Krystallisate unter den Bedingungen des jeweils 
verwendetenAufarbeitungsganges irgendwie zuverandern 
ist oder in das andere iibergefiihrt werden kann; insbesondere 
ist das Hormonhydrat C,,H,,O0, vollig bestandig gegen Behandlung 
mit alkoholischer Salzsiiure und im Hochvakuum leicht und ohne 
die geringste Zersetzung zu sublimieren. Marrian hat angegeben, 
daB sein Krystallisat bei 165° und 0,001 mm Hg schwer sub- 
limiere, die geringen iibergehenden Anteile aber unverindert 
schienen. Wir sublimierten einige Milligramm reiner Krystalle in 
0 einem Hochvakuum von 0,03 mm bei 160—200”°, eine zweite Probe 

wurde bei 250—260° iibergetrieben, in beiden Fillen wurden 
és keinerlei Zersetzungserscheinungen beobachtet, das gut krystallisierte 
Destillat wurde durch seine Léslichkeit, durch Schmelzpunkt und 
. Mischschmelzpunkt als unveriindertes Ausgangsmaterial identifiziert. 
or & Um eine méglich erscheinende Wirkung der vorhandenen 
Begleitstoffe auszuschlieBen, wurde ein reines Priiparat des Hormon- 
hydrates kiinstlich einem Hormonél hoherer Reinheitsstufe zu- 
gesetzt, wir vermochten es aus dem Hochvakuumdestillat einwand- 
. frei als solches wieder zu isolieren. Nach diesen Versuchs- 
ergebnissen halten wir es — in Ubereinstinmung mit den Ergeb- 


i 
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nissen der physiologischen Untersuchung — fiir erwiesen, daB unter 
den gewahlten Darstellungsbedingungen?) des krystalli- 
sierten Follikelhormons C,,H,,O, eine Abspaltung von 
Wasser aus O©,,H,,O, nicht stattfindet, sondern daB das 
von KE. A. Doisy und von uns zuerst isolierte Hormon- 
priparat als solches im Schwangerenharn vorhanden ist. 

Marrian hat andrerseits die Méglichkeit erértert, daB sein 
Krystallisat als Kunstprodukt aus dem Hormon ©,,H,,0, wihrend 
des Aufarbeitungsganges entsteht; wir konnten zeigen, daB das 
Krystallisat C,,H,,O, durch keine der von Marrian ver- 
wendeten Methoden verindert wird, insbesondere ist es 
vollig stabil gegen mehrstiindiges Kochen mit waBrigem Alkali. 

Diese Ergebnisse fiihren zwangsliufig zu der Vorstellung, 
daB beide Krystallisate nebeneinander im Schwangeren- 
harn vorhanden sind; es ergab sich daraus die Notwendigkeit, 
sie nebeneinander aus dem Harn zu isolieren und nach dem 
jeweiligen Verbleib des einen oder des anderen Stoffes bei der 
Anwendung der bisherigen Darstellungsmethoden zu fahnden. Es 
ist moéglich gewesen, durch eine Kombination beider Verfahren 
die zwei Krystallisate nebeinander darzustellen: In den Restélen 
der Aufarbeitung nach Marrian fand sich das gesuchte Hormon 
C,,H,,.0, vom Schmelzp. 250—251°, aus den Mutterlaugen unseres 
Aufarbeitungsganges') war der von Marrian isolierte Stoft C,H, ,O, 
zu isolieren. 

Die Darstellung des Hormonkrystallisates C,,H,,0, 
(Schmelzp. 250—251°) aus den Restélen der Aufarbeitung 
nach Marrian: Wie aus dem Versuchsteil vorliegender Arbeit 
im einzelnen zu ersehen ist, war es einmal méglich, aus den Kry- 
stallisationsmutterlaugen des Hormonhydrates durch vorsichtige De- 
stillation im Hochvakuum einen gut zu identifizierenden Anteil des 
Follikelhormons C,,H,,O, zu isolieren; gréBere Anteile des Hormons 
wurden aber in anderen Fraktionen des Marrianschen Trennungs- 
ganges gefunden. Die physiologische Auswertung des gesamten 
Arbeitsganges lieB erkennen, daB die nach Extraktion der Rohdle 
mit 50°/,igem Alkohol reichlich verbleibenden dunklen Abfalléle 
noch eine Wirksamkeit von etwa 40000 ME pro Gramm zeigten, 
die hier verbliebenen wirksamen Anteile waren schwer mit 
50°/,igem Alkohol zu extrahieren. Die sorgfiltige Behandlung 
dieser Restiéle nach den Angaben unseres Aufarbeitungsganges’) 


‘) Vgl. A. Butenandt, Uber die Reindarstellung des Follikelhormons 
aus Schwangerenharn, Diese Z. 191, 127 (1930). 
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fiihrte ohne Schwierigkeit zu einem wohl charakterisierbaren 
Krystallisat, das mit voller Sicherheit als das uns bekannte 
Hormon C,,H,,0, vom Schmelzp. 250—251° identifiziert werden 
konnte. 

DieDarstellung desHormonhydratesC,,H,,0,(Schmelz- 
punkt 276°) aus den Restélen der Aufarbeitung nach 
Butenandt: Nachdem die Behandlung unseres technischen Aus- 
gangsmaterials!) nach der Aufarbeitungsmethode von Marrian 
ebenfalls zu dem Hormonhydrat gefiihrt hatte, sein Vorhanden- 
sein somit in unseren Aufarbeitungen erwiesen war, mubBte 
ermittelt werden, in welcher Reinigungsstufe unseres Darstellungs- 
ganges der Verlust dieses Krystallisates eintrat. Durch Uber- 
tragung der Marrian-Technik auf die Ole einzelner Reinigungs- 
stufen lieB sich leicht erweisen, daB aus unseren hochwirksamen 
Chargen, wie sie nach dem Uberschreiten der Reinigungsstufe II 2) 
(Entmischung der Ole mit waBrigem Alkohol—Benzol) erhalten 
werden, keine nachweisbaren Anteile des Hormonhydrates mehr 
zu isolieren waren; wir sind iiberzeugt, daB die Abtrennung des 
Hydrates in der Reinigungsstufe Il erfolgt, und zwar verbleibt 
hier — in volliger Analogie zu seinem Verhalten in der Auf- 
arbeitung von Marrian — das Hormonhydrat gréBtenteils im 
60°/,igen Alkohol, wihrend das Hormon selbst sich im Benzol 
anreichert; erwartungsgemiB vermochten wir aus der alkoho- 
lischen Phase der Benzoltrennung das Hormonhydrat 
krystallisiert darzustellen, es konnte durch Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt, optische Drehung und Analyse identifiziert 
werden.®) 

Durch diese Untersuchungsreihen, die sich gegenseitig wider- 
spruchslos ergiinzen, scheint das Nebeneinander des Hormons und 
seines Hydrates im Schwangerenharn erwiesen; ihre unterschied- 
liche Erfassung in den verschiedenen Aufarbeitungsgingen ist 
allein durch die vorliegenden Léslichkeitsunterschiede bedingt: 
Das drei Hydroxylgruppen enthaltende Hormonhydrat ist leichter 
in waBrigem Alkohol, aber schwerer in organischen Lisungsmitteln 
léslich als das Oxyketon C,,H,,O,, es wird daher in den jeweils 
verwendeten alkoholischen Verdiinnungen angereichert und von 
dem Hauptanteil des anderen Krystallisates getrennt. 


') Vgl. diese Z. 191, 129 (1930). 

2) Vgl. diese Z. 191, 133 (1930). 

8) Uber die wechselnde physiologische Wirksainkeit vgl. die Aus- 
fiihrungen S, 247—248. 
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Die Uberfihrung des Hormonhydrates in das kry- 
stallisierte Follikelhormon: Die schon dargelegte naheliegende 
Deutung, dab das von Marrian isolierte Krystallisat sich durch 
Anlagerung von 1 Mol Wasser an eine Doppelbindung oder an die 
Carbonylgruppe des Hormons C,,H,,0, von diesem ableitet, lie 
sich experimentell dadurch stiitzen, daB das Hormonhydrat 
C,,H,,0, durch energische Behandlung mit wasser- 
entziehenden Mitteln unter Abspaltung von 1 Mol Wasser 
in das krystallisierte HormonC,,H,,0, tibergefiihrt werden 
konnte. 

So wurden 12 mg Hormonhydrat (Schmelzp. 269°), die nach 
der physiologischen Auswertung insgesamt 18000 ME darstellten 
(1 g = 1,5 Millionen ME), durch Erhitzen mit Kaliumbisulfat im 
Hochvakuum in 9 mg eines einheitlichen, sehr reinen Krystalli- 
sates vom Schmelzp. 250—251° iibergefiihrt. Das entstandene 
Produkt konnte durch Mischschmelzpunkt, Analyse und physio- 
logische Wirksamkeit einwandfrei als das Follikelhormon C,,H,,0, 
erkannt werden. Die so dargestellten 9 mg des Hormons ent- 
hielten insgesamt 72000 ME (1g = 8 Millionen ME), es konnten 
also durch diese rein chemische Reaktion 54000 ME an 
physiologischen Wirksamkeiten erzeugt werden! 

Auch das niedrig wirksame Hormonhydrat (Schmelz- 
punkt 276°) (200000 ME pro Gramm) verhalt sich véllig 
gleichartig, es laBt sich ohne Schwierigkeit in das kry- 
stallisierte Follikelhormon (8 Millionen ME pro Gramm) 
iiberfiihren; so wurden in einem zweiten Versuch in gleicher 
Weise 8 mg des niedrig wirksamen Hormonhydrates vom Schmelz- 
punkt 276° (= 1600 ME) mit Kaliumbisulfat behandelt, es konnten 
4 mg Hormon (= 32000 ME) daraus gewonnen werden; der Ge- 
winn an physiologischer Wirksamkeit betrug in diesem Fall also 
30400 ME. 

Wir glauben, daB der experimentellen Verkniipfung der beiden 
Krystallisate eine mehrfache Bedeutung zukommt; sie sichert den 
nahen chemischen Zusammenhang der beiden gleichartig wirkenden 
Stoffe und laBt das von Marrian zuerst isolierte Krystallisat als 
ein hydratisiertes Follikelhormon erkennen; tberdies hat die 
Reaktion dadurch besonderes Interesse, daB die eintretende 
chemische Umwandlung von einer wesentlichen Erhéhung 
der physiologischen Wirksamkeit begleitet ist. Es ist 
leicht, die aus Schwangerettharn zu gewinnenden wirksamen Ein- 
heiten bei zweckmiBiger Anwendung der dargelegten Methode 
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wesentlich zu erhdhen, wissenschaftlich von gréBerer Bedeutung 
erscheint uns die Tatsache, daB durch diese Reaktion auf rein 
chemischem Wege physiologische Wirksamkeiten erzeugt werden; 
damit wird auch der letzte Zweifel daran, daB in dem 
isolierten Krystallisat C,,H,,0,, Schmelzp. 250—251°, tat- 
sichlich das reine Follikelhormon vorliegt, endgiiltig 
widerlegt. 

Die quantitativ groBe unterschiedliche Wirksamkeit der 
beiden Krystallisate ]iBt keinen Zweifel daran, daB in dem zu- 
nichst isolierten Stoff C,,H,,O, das eigentliche Hormon 
vorliegt; das von Marrian dargestellte Produkt ©,,H,,O, ist 
entweder als dessen Vorstufe, oder wahrscheinlicher als ein zum 
Zwecke der leichteren Ausscheidung (gréBere Wasserlislichkeit 
des Trioxyderivates!) vom Organismus hydratisiertes Hormon auf- 
zufassen. Kin solches Verhalten des Organismus ist vielfach 
beobachtet; ob iiberdies zur leichteren Ausscheidung des Hormons 
noch eine Veresterung der Hydroxylgruppe mit einer Polyoxy- 
siure stattfindet, wie es erwartet werden kénnte, entzieht sich 
zur Zeit noch unserer Kenntnis; die Tatsache, dab zumeist nur 
ein mebr oder weniger groBer Teil des Hormons aus dem Schwan- 
gerenharn direkt mit Chloroform zu extrahieren ist und der kiirz- 
lich von B.Zondek!') erhobene Befund, dab die sehr groBen 
Hormonanteile, die sich im Harn triichtiger Stuten vorfinden, 
gar nicht durch Ausschiitteln mit Chloroform zu gewinnen sind, 
deuten nach dieser Richtung, | 


IV, Uber die Aufarbeitung von Schwangerenharn zur Gewinnung 
des Follikelhormons und seines Hydrates. 


Nachdem durch die vorstehenden Arbeitsergebnisse das Neben- 
| einander der beiden Krystallisate im Schwangerenharn erwiesen 
worden ist, war es notwendig, eine leicht durchfiihrbare Methodik 
: auszuarbeiten, welche die Gewinnung des Hormons und seines 
: Hydrates nebeneinander gestattet, um die Ausbeute an wirksamer 
| Substanz méglichst quantitativ zu gestalten. 
) Die in vorliegender Arbeit geschilderten Aufarbeitungen zur 
Gewinnung der beiden Krystallisate tragen noch in erster Linie 
qualitativen Charakter; wir sind damit beschiftigt, quantitativ 
! eine geeignete Methodik durchzuarbeiten, welche beide Krystalli- 
: sate nebeneinander erfaBt. 


') Klin. Wochenschr. 1930, 2285. 
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Die nihere Untersuchung unserer bisherigen Aufarbeitungs- 
methoden hat ergeben, da die Verteilung der Harnextrakte 
zwischen 60°/,igem Alkohol und Benzol eine ausgezeichnete Tren- 
nung des Hormons von seinem Hydrat gewiihrleistet; es ist bisher 
nicht beobachtet worden, daB nennenswerte Anteile des Hydrates 
aus der alkoholischen Lésung mit Benzol extrahiert werden 
kénnen, wibrend das Hormon quantitativ in die Benzolphase 
iibergefiihrt werden kann. Es hat den Anschein, daB man in 
dieser Methodik einen brauchbaren Weg besitzt, um der GréBen- 
ordnung nach anzugeben, in welchem Verhiltnis in einer Auf- 
arbeitungscharge die beiden Krystallisate nebeneinander vorkommen. 
Bei der vergleichenden Untersuchung einer Reihe von Roh- 
extrakten aus Schwangerenharn hat sich bisher ergeben, daB der 
Gehalt der Extrakte an Hormonhydrat schwankend ist; 
es gelingt oftmals, die wirksamen Anteile fast quantitativ aus 
einer 60°/, igen alkoholischen Lésung mit Benzol zu extra- 
hieren?), wiihrend in anderen Fallen bis zu 40°/, der Wirksam- 
keit in der Alkoholphase verbleibt; in Ubereinstimmung mit 
dieser Verteilung konnten wir unter Anwendung der Aufarbeitungs- 
vorschrift von Marrian im ersteren Fall kein Hormonhydrat, 
sondern nur Hormon selbst aus den Extrakten darstellen, wihrend 
im zweiten Fall eine Ausbeute an Hormonhydrat erzielt werden 
konnte, die etwa den in der alkoholischen Liésung verbliebenen 
Anteilen entsprach. 

Auf Grund dieser Erfahrungen gestaltet sich nunmehr die 
Aufarbeitung unserer Schwangerenharnextrakte derart, dab der 
bisher verwendete Arbeitsgang?) unveriindert beibehalten wird, 
nur wird die bisher nicht weiter fraktionierte alkoholische Phase 
der Benzoltrennung auf Hormonhydrat verarbeitet; die bisherige 
Aufarbeitung wird also nur durch eine Nebenphase ergiinzt, die 
uns in den Stand setzt, die Ausbeute an wirksamer Substanz 
oftmals wesentlich zu erhdhen. 

Die Gewinnung des Hormonhydrates aus der alkoholischen 
Lisung der Benzoltrennung gestaltet sich aiuBerst einfach; wir 
behandeln diese Phase in genau der gleichen Weise wie die 
benzolische Parallelfraktion*): Nach dem Kochen mit verdiinnter 





) Vgl. hierzu das Beispiel Versuch Nr. 342, Diese Z. 191, 133 (1930). 

*) Vgl. diese Zs. 191, 138 (1930). 

°) Vgl. Reinigungsstufe III (Beispiel Versuch Nr. 394), Diese Z. 191, 
184—136 (1930). 
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alkoholischer Salzsiure werden gréBere Anteile unwirksamer 
Siiuren und neutraler Bestandteile abgetrennt, wahrend das Hormon- 
hydrat in alkalische Lésung iibergefiithrt wird, aus der es nach 
dem Ansiiuern mit Ather extrahiert werden kann. Nach dem 
Verdampfen der itherischen Lésung erhiilt man das Hormon- 
hydrat in Form eines grobkrystallinen Riickstandes, der bis zur 
Reinheit umkrystallisiert wird. 

_ Der gesamte Aufarbeitungsgang ist aus der beigefiigten 
Ubersicht auf 8. 256 ersichtlich, iiber seine niihere Ausgestaltung, 
insbesondere iiber die nunmehr zu erzielenden Ausbeuten an 
wirksamer Substanz werden wir spiiter berichten.) 


V. Versuche zur weiteren chemischen Charakterisierung des 
krystallisierten Follikelhormons und seines Hydrates. 


Zur Sicherstellung der bisherigen Ergebnisse in bezug auf 
die Konstitutionsermittlung des Follikelhormons wurden mit den 
inzwischen zur Verfiigung stehenden geringen Substanzmengen 
nochmals Versuche zur Darstellung charakterisierbarer Keton- 
derivate durchgefiihrt. Durch Wiederholung der Darstellung des 
gut krystallisierten Oxims (Schmelzp. 233°) und durch die Be- 
reitung eines Semicarbazons (Schmelzp. 246°) wurde der Keton- 
charakter des Hormons einwandfrei bestiitigt; wie aus dem Ver- 
suchsteil dieser Arbeit ersichtlich ist, konnte aber auf Grund der 
bisher vorliegenden Analysen eine Entscheidung zwischen den 
moglichen Formeln mit 18 oder 17 C-Atomen noch nicht getroffen 
werden. Die Untersuchung iiber das chemische und _ physio- 
logische Verhalten von Derivaten des Hormons wird fortgesetzt. 

Von besonderem Interesse wird die vergleichende Unter- 
suchung der beiden Krystallisate sein. Das Hormon selbst ist 
mit Ketonreagenzien leicht umzusetzen, hingegen wird es von 
Diazomethan schwer methyliert; im Gegensatz hierzu hat uns 
das Hormonhydrat bei der wiederholten Behandlung mit Hydr- 


1) Wir benutzen die Gelegenheit mitzuteilen, da8 wir seit iiber einem 
Jahre damit beschiiftigt sind, ihnliche Anreicherungsprinzipien, wie sie 
hier verwendet sind, auf ihre Brauchbarkeit fiir die Darstelluug des minn- 
lichen Sexualhormons aus Hoden oder Minnerharn zu priifen. Unsere 
Arbeitsergebnisse stimmen im wesentlichen mit denen anderer Autoren 
(F.C. Koch, S. Loewe, E.C. Dodds, E. Laqueur, C. Funk und deren 
Mitarbeitern) iiberein; wir glauben aber, dab nach den grundlegenden 
Arbeiten des Chikagoer Arbeitskreises ein Fortschritt erst mit der Rein- 
darstellung des miinnlichen Sexualhormons erzielt werden kann. 
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Ubersichtstabelle 
zur Aufarbeitung von Schwangerenharnextrakten. 


Schwangerenharn-Rohextrakt. 


(Hormonecharge I) 
30000 ME pro ge 


Trennung zwischen 50 °/,igem CH,OH 
und Petroliither 


Y 


Alkoholphase 


——> Petrolitherpha: 


+ Wasser, 
| ausgedthert 


Y 


Hormonceharge II 
(100—200000 ME pro g) 
| 


Trennung zwischen 60 °/,igem Alkohol 


und Benzol 


Benzolphase $$. 
Hormoncharge III 
(300—500000 ME pro g) 
| 


| 
acne Behandlung 
mit verd. HCl, 
ausgeiithert 
Y 


Atherische Lésung, 
Ausschiitteln mit Na,CO, 


Carbonatlisliche <—!——» Atherische Rest- 
Anteile lésung, 
Ausschiitteln 
mit NaOH 
| 
Alkalische Lésung, <— |___» Alkaliunlisliche 


angesiiuert, Neutralbestand- 

ausgeiithert: teile 
Hormoncharge LY (Pregnandiol) 
1,5—2 Mill. ME prog 


frakt. Dest. 
im Hochvakuum 


Y 
Krystallisiertes <— Pest. —— ” 
Follikelhormon KHSO, 


> Alkoholphase 
Hormonhydratcharge |! 
(Wirksamkeit wechseln 


Behandlung 
mit verd. H' 
ausgeiithert 





Y 


Atherische Lésung, 
Ausschiitteln mit Na,CQ, 


| 


Atherische Rest- «<—!—> Carbon’ 
lésung, loslic! 
Ausschiitteln Antei 


mit NaOH 





| 


Alkalische Lésung,<———> Alka 
angesiuert, unldslic® 
ausgeithert: Neutra- 

Hormonhydrat- bestan 
charge II teil: 
Verreiben mit 
Alkohol, 
Fallen mit Ather 
7 
Krystallisiertes 
Hormonhydrat 


Schmelzp. 250—251 ° 
(8—10Mill. ME pro g) 


Schmelzp. 276° u. Z. 
(100000—1,5 Mill. ME pro g (?)) 









ane 
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oxylamin kein Oxim geliefert, jedoch setzt es sich mit Diazo- 
methan leicht unter Bildung eines wohlkrystallisierten Mono- 
methyl-athers (Schmelzp. 167—169°) um, was mit der Annahme 
nur einer sauren Hydroxylgruppe im Molekiil des Hydrates iiber- 
einstimmt.') Die fiir das Hormon angenommene Keto-enol- 
tautomerie ist also anscheinend durch die Hydratisierung verloren 
gegangen. Wir erhoffen aus der niheren Untersuchung dieser 
Befunde, mit der wir augenblicklich beschiftigt sind, weiteren 
Kinblick in die Konstitution des Hormons zu gewinnen. 

Der Schering-Kahlbaum A.G. Berlin und der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft sagen wir fir die gewihrte 
Untersiitzung zur Durchfiihrung dieser Arbeit unseren besonderen 
Dank. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Darstellung des Hormonhydrates C,,H,,0, nach G. F. Marrian’) 
durch Aufarbeitung eines Chloroformextraktes aus Schwangeren- 
harn oder eines technischen Schwangerenharnrohdls.’) 


Das Rohmaterial (Wirksamkeit 12—20000 ME pro Gramm) 
wurde in Ansitzen von je 20 g mit 5°/ iger wiiBriger Kalilauge 
30 Minuten in einem siedenden Wasserbad erhitzt. Nach 12 stiin- 
digem Einleiten von CO, in die alkalische Lésung wurde diese 
griindlich mit Ather extrahiert, die itherische Lésung dann nach- 
einander mit verdiinnter Salzsiure und Wasser durchgeschiittelt 
und nach dem Trocknen eingedampft (Reinigungsstufe a).*) 





) Vgl. die Leitfihigkeitstitration von Marrian (a. a. O.), die zu einem 
gleichen Ergebnis fiihrte. KE. A. Doisy und Mitarbeiter [J. of biol. Chem. 
91, 641, 647, 653, 655, 667 (1931)] haben soeben gleichfalls iiber einen 
Monomethyl-ather berichtet, den sie aus dem Hormonhydrat (Schmelz- 
punkt 273°) mit Dimethylsulfat und Alkali dargestellt haben; sie geben 
fiir ihr alkaliunlésliches Produkt einen Schmelzpunkt von 154,8° an. — 
Die iibrigen in der gleichen Arbeitsreihe niedergelegten Ergebnisse der 
amerikanischen Autoren in bezug auf Darstellung und chemische Charak- 
terisierung des Hormonhydrates sind lediglich Bestitigungen der wesentlich 
friiher publizierten Arbeitsergebnisse von Marrian |Chemistry and Indu- 
stry, 20. Juni 1930; Biochemie. J. 24, 1021 (1930)] und von uns ‘Abhandlg. 
d. Ges. d. Wiss. Géttingen, vgl. Anm. 1, S. 248). 

*) Biochemie, J. 24, 435—445 (1930). 

*) Beides zur Verfiigung gestellt von der Schering-Kahibaum 
AG., Berlin. 

*) Die physiologische Auswertung der einzelnen Reinigungsstufen 
dieses Auferbeitungsganges vgl. auf S. 260. 
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Aus dem so erhaltenen Material wurde durch zweimaliges 
Aufnehmen mit Aceton und daran anschlieBendes Ausfrieren das 
vorhandene Pregnandiol?) abgeschieden (Reinigungsstufe b). 

Nach dem Abdampfen der vereinigten Acetonlésungen wurde 
der Riickstand 4 mal mit 50°/,igem Athanol extrahiert, zu diesem 
Zweck wurde das rotbraune Ol mit dem wiiBrigen Alkohol kurz 
aufgekocht und die Emulsion dann 12 Stunden bei 0° aufbewahrt. 
Kinstellen in eine Viehsalz-Kaltemischung vervollstindigt die 
Sedimentation des Oles und gestattet, die iiberstehende klare 
Lésung zu dekantieren. Die vereinigten wiBrig-alkoholischen 
Ausziige wurden im Vakuum zur Trockne abgedampft (Reinigungs- 
Stute c). 

Der Riickstand wurde in wenig Athanol gelést und die 
Lisung mit etwa 750 ccm Ather verdiinnt. Durch zehnmaliges 
Ausschiitteln der iitherischen Lésung mit 5°/, igem wiaBrigen 
Kaliumhydroxyd wurde das wirksame Material in alkalische 
Lisung ibergefiihrt, aus der es nach dem Ansiuren durch Aus- 
schiitteln mit Ather gewonnen wurde (Reinigungsstufe d). 

Das so erhaltene Ol lieferte beim Umfillen aus einem 
Alkohol—Athergemisch unter Kihlung mit einer Kaltemischung 
einen krystallinen Niederschlag. Die Wiederholung dieser Ope- 
ration mit der zur Trockne abgedampften Mutterlauge ergab 
einen weiteren Anteil dieses Krystallisates.’) 

Die Riickstiinde dieser zweiten Mutterlauge, aus denen nach 
der beschriebenen Methode keine weiteren Krystalle mehr zu 
isolieren waren, wurden einer Salzsiiurehydrolyse unterworfen; 
sie wurden in Athylalkohol gelést, mit dem dritten Teil des ver- 
wandten Alkoholvolumens an verdiinnter (2n) wiBriger Salzsiure 
versetzt und 3 Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. Die stark 
mit Wasser verdiinnte Reaktionslésung wurde wiederholt mit 
Ather ausgeschiittelt, die iitherische Lisung mit Sodaliésung ge- 

waschen, bis diese sich nicht mehr anfarbte. Die vereinigten 
Karbonatausziige wurden nochmals mit Ather extrahiert und 
dieser zur urspriinglichen Atherlésung hinzugefiigt. Der gesamte 
Atherextrakt wurde darauf mit 1 n-wiiBriger Natronlauge 2—3 mal 
je 12 Stunden auf der Maschine geschiittelt unter jeweiliger Er- 
neuerung des Alkalis. Die vereinigten Alkaliausziige wurden 
mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert, mit Ather aufgenommen 


1) Vgl. A. Butenandt, Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930). 
*) Nihere Charakterisierung der Substanz vgl. unten. 





—s i ~~ tt Be. eid 


- So Ae 


Ss ma RF” Hd 


iNeo 














Uber ein zweites Hormonkrystallisat aus Schwangerenharn usw. 259 


und dieser dann gewaschen, getrocknet und abdestilliert. Der 
Destillationsriickstand ergab beim Umfiallen aus Athanol—Ather 
einen dritten Anteil des krystallinen Materials. 

Die Mutterlauge dieses letzten Krystallisates wurde zur 
Trockne abgedampft und anschlieBend im Hochvakuum bei 0,03 
bis 0,04 mm Hg vorsichtig fraktioniert. 

Die Temperatur wurde im Verlaufe von 3 Tagen langsam 
von 115° bis auf 160° gesteigert. Die jeweils iibergehenden 
Fraktionen waren Ole, die keine Neigung zur Krystallisation 
zeigten. 

Vom 4. bis 7. Destillationstage gingen nach weiterer all- 
mihlicher Steigerung der Temperatur bis auf 210° von Ol durch- 
setzte Krystallisate iiber, die mit Aceton herausgelést und nach 
dem Verdampfen des Lésungsmittels aus Essigester umkrystallisiert 
wurden. Es handelt sich um einen vierten Anteil des gleichen 
Hormonhydratpriparates. 

Durch Behandlung seiner Mutterlauge mit Essigester unter Zusatz 
von hochsiedendem Petrolither nach der zur Reinigung der Rohkrystallisate 
des Follikelhormons gebriaiuchlichen Methode') lieB sich in geringer Menge 
das Hormonpriiparat C,,H,.O0,?) isolieren und als solches charakterisieren. 

Die Ausbeute an krystallisiertem Rohprodukt des Hormon- 
hydrates C,,H,,O,, die aus 40g Chloroform-Rohextrakt nach 
dem Verfahren von G. F. Marrian mit anschlieBender Salzsiure- 
hydrolyse und Hochvakuumdestillation der Mutterlaugen insgesamt 
erzielt wurde, betrug etwa 170 mg, das sind etwa 40°/, der Ge- 
samtwirksamkeit.*) 

Fiir die weitere Reinigung des Rohproduktes erwies sich or 
Methode als die giinstigste. Das durch braune Beimengungen stark ver 
unreinigte Rohmaterial wurde unter Benutzung eines Athanol- -Essigester- 
Gemisches und gleichzeitiger Behandlung mit Tierkohle aus einer Hiilse 
umkrystallisiert derart, daB in diese zu unterst eine Schicht Tierkohle und 
dariiber die Substanz gebracht wurde. Nach dem VerschlieBen der Extrak- 
tionshiilse mit einem Wattebausch wurde unter RiickfluB so lange mit 
einem 50°/,igem Gemisch von Alkohol und Essigester extrahiert, bis die 
Substanz vollig herausgelést war. Aus der Athanol—Essigester-Lésung 
krystallisierte nach dem Einengen ein Produkt von hohem Re inheitsgrade, 
das durch weiteres Umkrystallisieren aus Essigester oder Athanol-Wasser rein 
weiB erhalten werden konnte. Sinterung um 260°; Zersetzungsp. 268°. Schmelz- 
probe eines Originalpriiparates von G. I. Saneieu Sinterung 264—266°; 
Zersetzungsp. 268,5°. Mischschmelzprobe: Si 261,5°; Zersetzungsp. 269°. 


') A. Butenandt, Diese Zs. 191, 137 (1930). 

*) Vgl. S. 264 Darstellung des krystallisierten Follikelhormons C,,H,,0, 
aus den Restlésungen der Aufarbeitung nach Marrian. 
°) Vgl. Auswertung S. 261. 
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Tabelle II. 


Auswertungen der einzelnen Reinigungsstufen der vorstehenden 





Aufarbeitung. 
Reini- Injizierte Anzahl Anzahl °/, Tiere 
gungs- Dosis Tiere | Tiere mit auf ME prog 
stufe in mg pro Dosis} Vollbrunst} Vollbrunst 
a 1 x 0,02 5 5 100 50000 
1 & 0,0167 6 .) 83,3 60000 
1 x 0,0143 6 3 50 70000 
b 1 x 0,01 7 4 57,1 100000 
1 x 0,008 6 l 16,6 125000 
| x 0,00666 7 1 14,3 150000 
¢ 1 x 0,00133 6 0 0 750000 
1 x 0,00200 6 2 33 500000 
1 x 0,00400 6 3 50 250000 
d 1 xX 0,00067 6 0) 0 1500000 
1 X 0,00100 5 1 20 1000000 
1 x 0,00200 6 3 50 500 000 

















2. Darstellung des Hormonhydrates ©,.H,,0, aus den Restolen 
der Schwangerenharnaufarbeitung nach Butenandt.’) 


y Bei Anwendung der unter 1) geschilderten Aufarbeitungsmethode auf 
Ole der Reinigungsstufe III und IV unserer Aufarbeitungsvorschrift lieB 
sich kein Hormonhydrat daraus isolieren, dagegen wurde die Substanz in 
der Alkoholcharge der Alkohol-Benzol-Trennung (Reinigungsstufe II) ge- 
funden. 

Die 60°/, igen wiiBrig-alkoholischen Lésungen der Alkohol- 
Benzol-Trennung wurden stark mit Wasser verdiinnt und griind- 
lich mit Ather ausgeschiittelt. Der Atherextrakt wurde nach 
dem Verdampfen des Liésungsmittels in Athanol aufgenommen 
und nach Zusatz von verdiinnter wibriger Salzsiiure analog den 
Angaben der Reinigungsstufe III hydrolysiert und anschlieBend 
mit Natriumecarbonat und Alkali ausgeschiittelt.?) Aus der alka- 
lischen Lisung wurden die in den technischen Olen wechselnd 
vorhandenen Anteile des krystallisierten Hormonhydrates C,,H, ,O, 
gewonnen. Die erhaltenen Priiparate zeigten Schmelzpunkte von 
269—270° und 276° (unkorr.). 


') Vgl. hierzu die genauen Angaben der Hormondarstellungsvorschrift 
in dieser Z. 191, 127 ff, (1930). 

*) Vgl. hierzu auch die analoge Arbeitsvorschrift zur Gewinnung des 
Hormonhydrats auf 8. 258 dieser Arbeit. 
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4,145, 4,758, 3,254 mg Substanz ergaben 11,360, 13,030, 8,963 mg CO, 
und 3,08, 3,50, 2,44 mg H,O. 


Fiir C,,H,,0, 


Ber. 


” C,,H,,05 ? 


Gef. 


8,33°/, H 
8,10 
8,33, 8,23, 8,39°/, H 


3. Die physiologische Auswertung des Hormonhydrates C,.H,,0.. 
Tabelle III. 


Auswertung des hydratisierten Hormons C,,H,,0, (Schmelzp. 269°, 
dargestellt nach Marrian) in 1 maliger Injektion in Ollésung. 





Priiparat 
Nr. 


Injizierte 
Dosis 
in mg 





KM I 


KM II 


KM IV 


Original- 
priparat 
von 
Marrian 





0,000 100 
0,000 111 
0,000 125 
0,000 154 
0,000 200 


0,000 100 
0,000 125 
0,000 167 
0,000 250 
0,000500 
0,000 666 
0,001 000 


0,001 
0,0008 
0,000 666 
0,000572 


0,000111 
0,000 143 
0,000 200 
0,000333 
0,000400 
0,000800 





Anzahl Anzahl °/, Tiere 
Tiere | Tiere auf auf 
pro Dosis} Vollbrunst | Vollbrunst 

11 — 0 
10 — 0 
11 1 9 
10 1 10 
10 2 20 
10 — 0 
11 2 18 
10 1 10 
10 2 20 
8 4 50 
8 6 75 
13 12 92 

7 6 85,7 

7 5 71,4 
6 3 50 
7 0 0 
10 — 0 
10 1 10 
10 2 20 
8 3 38 
7 3 43 
8 7 87 








Tabelle IV. 


Auswertung derselben krystallisierten Hormonhydratzubereitungen in 





2 maliger Injekiion im Abstand von 12 Stunden. 


ME pro g 


Millionen 


10,0 
9,0 
8,0 
6,5 


5,0 


10,0 
8,0 
6,0 
4,0 
2,0 
1,5 
1,0 


9,0 
7,0 
3,0 
3.0 
2,0 
1,25 








Injizierte Dosis 








in mg 


2 x 0,0002 

2 x 0,000 125 
- X 0,0000835 
2 x 0,0000625 


in mg 


0,0004 





Gesamtdosis 


0.000 25 
0,000 167 
0,000 125 


Anzahl 
Tiere 





TP Mellel || 


pro Dosis 


Anzahl 
Tiere mit 


Vollbrunst 


6 





o.~ ob 
we 





°/, Tiere 
auf 


Vollbrunst 


ME prog 


Millionen 








nh 
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Auswertung derselben krystallisierten Hormonhydratzubereitungen in 
4maliger Injektion im Abstand von je 12 Stunden. 





Injizierte Dosis 


in mg 


4 x 0,0000417 
4 x 0,000031 2 
4 x 0,000025 

4 x 0,0000208 





Gesamtdosis rome aa 
. Tiere Tiere mit 
_—— pro Dosis] Vollbrunst 

0,000125 9 7 
0,000 1 - . 
0,000 0833 9 . 











Tabelle VI. 
Auswertung derselben krystallisierten Hormonhydratzubereitungen in 
6 maliger Injektion innerhalb von 48 Stunden. 


°/, Tiere 
auf 
Vollbrunst 





ME prog 
Millionen 





Injizierte Dosis 


in mg 


6 x 0,0000208 
6 X 0,0000167 
6 x 0,0000139 
6 xX 0,000011 1 








, ’ Anzahl Anzahl 
Gesamtdosis | ~ ite ‘ 
; Tiere Tiere mit 
siti pro Dosis] Vollbrunst 
0,000 125 6 6 
0,000 1 7 5 
0,0000834 6 3 
0,000 0666 7 2 








Tabelle VII. 
Auswertung von Hormonhydratzubereitungen, Schmelzp. 276° (dargestellt 
nach den Angaben §S. 260) in 1 maliger Injektion in Ollésung. 


°/, Tiere 
auf 
Volibrunst 
100 
71,4 


50 
28,5 





ME pro g 
Millionen 


8 
1 
12 


15 





Anzahl 


or Injizierte Anzahl 1) Tiere 
ied Dosis Tiere | Tiere auf auf ME pro g 
Nr. in mg pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst 
MB I 0,000 34 7 0 0 3000000 
0,0005 24 0 0 2000000 
0,000 67 18 2 11 1500000 
0,000 80 10 2 20 1250009 
0,001 17 7 40 1000000 
0,00111 7 3 43 900000 
0,001 43 6 3 50 700.000 
0,001 67 10 6 60 600000 
0,0034 12 9 15 300000 
MB II 0,000 666 12 0 0 1500000 
0,000 833 13 1 8 1 200000 
0,001 00 12 3 25 1000 000 
0,001 25 12 D 42 800 000 
0,001 67 13 4 31 600009 
0,002 50 13 6 46 400000 
0,003 33 12 8 67 300000 
0,005 00 13 10 17 200000 




















alk An 
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4. Darstellung eines Monomethylathers des Hormonhydrates 
mit Diazomethan. 


Versuche, durch Kochen mit fthylalkoholischer Hydroxylaminacetat- 
l6sung ein Oxim des Hormonhydrates darzustellen, lieferten stets Aus- 
cangsmaterial zuriick; auch nach mehrstiindigem Kochen unter Zusatz von 
einigen Tropfen Eisessig lieB sich keine Oximbildung beobachten, dagegen 
gelang leicht der Umsatz des Hydrates mit Diazomethan. 

Auf 50 mg Hormonhydrat, in wenig Methanol suspendiert, 
wurde eine itherische Lésung von Diazomethan destilliert. Unter 
Stickstoffentwicklung ging die Substanz nach liingerem Stehen 
allmihlich in Lésung. Nach dem Verdampfen des Athers hinter- 
blieb ein krystalliner Riickstand. Durch sehr hiaufiges Um- 
krystallisieren aus Essigester wurde er in kleinen festen 'Tifelchen 
erhalten. Sinterung um 166°, Schmelzpunkt 169°. Optische 
Drehung in Pyridin 

[u]p = + 34,7° (23,7 mg, « = 0,411). 
Die Methoxylbestimmung nach Zeisel ergab folgende Werte: 

2,228, 2,771 mg Substanz gaben 1,750, 2,230 mg AgJ. 

Fiir C,,H,,0, Ber. 10,26 °/, OCH, 
1» CgH.,O5 » 0% 
Gef. 10,63, 10,37°/, OCH, 


5. Uberfithrung des Hormonhydrates C,,H,,0, in das krystallisierte 
Follikelhormon C,,H,,0,. 

12 mg des Krystallisates C,,H,,O, (Zersetzungsp. 268 —269°, 
physiologische Wirksamkeit = 1,5 Millionen ME pro Gramm) wurden 
mit 500 mg geschmolzenem Kaliumbisulfat innig verrieben, in 
eine Hochvakuumretorte gefillt und bei 0,02 mm Hg zuniichst 
2 Stunden auf 110°, dann weitere 5 Stunden auf 180—200° er- 
hitzt. Nach der Temperaturerhéhung auf 180° sublimierte das 
entstandene Follikelhormon C,,H,,0, in den Retortenansatz, aus 
dem es mit Alkohol herausgelést wurde. Die konzentrierte 
alkoholische Lésung lieferte nach dem Anspritzen mit Wasser 
9 mg eines einheitlichen, sehr reinen Krystallisates vom Schmelz- 
punkt 250—251° und der physiologischen Wirksamkeit 8 Mill. ME 
pro Gramm. 

8 mg Hydrat, Schmelzp. 276°, physiologische Wirksamkeit 200000 ME 
pro Gramm, lieferten nach gleicher Methodik 4 mg Follikelhormon. 

2,342 mg Substanz gaben 6,820 mg CO,, 1,750 mg H,0. 

C,.Hy,0, Ber. 79,9 °%/, C 820°), H 
Gef. 79,42 8,36 
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Tabelle V. 


Auswertung derselben krystallisierten Hormonhydratzubereitungen in 
4maliger Injektion im Abstand von je 12 Stunden. 





' 0 : 
Injizierte Dosis | Gesamtdosis emma ; — /, Tiere |yi¢ pro g 
; . Tiere Tiere mit auf Mill; 
sa oa pro Dosis] Vollbrunst | Vollbrunst |°-°7® 
4 x 0,0000417 0,000 167 8 8 100 6 
4 x 0,000031 2 0,000 125 9 7 77,7 8 
4 x 0,000025 0,000 1 7 9) 71,4 10 
4 xX 0,0000208 0,000 083 3 9 4) 55,5 12 

















Tabelle VI. 
Auswertung derselben krystallisierten Hormonhydratzubereitungen in 
6 maliger Injektion innerhalb von 48 Stunden. 

















€ 0/ 1 we) 
Injizierte Dosis | Gesamtdosis Anzahl _Anzahl |. Tiere ME pro g 
yO ; Tiere Tiere mit auf Milli 
a pati pro Dosis} Vollbrunst | Vollbrunst |” —— 
6 x 0,0000208 0,000125 6 6 100 8 
6 xX 0,0000167 0,000 I 7 D 71,4 lt 
6 X 0,0000139 0,0000834 6 3 50 12 
6 xX 0,0000111 0,000 0666 7 2 28,5 15 





Tabelle VII. 


Auswertung von Hormonhydratzubereitungen, Schmelzp. 276° (dargestellt 
nach den Angaben S. 260) in 1 maliger Injektion in Ollésung. 





Pri Injizierte Anzahl Anzahl 1, Tiere 
raparat ee s on ‘ 
: Dosis Tiere | Tiere auf auf ME prog 
te. in mg pro Dosis} Volibrunst | Vollbrunst 

MBI 0,000 34 7 0 0 3000000 , 
0,0005 24 0 0 2000000 
0,000 67 18 2 11 1500000 
0,000 80 10 2 20 1250009 
0,001 17 7 40 1000000 ¢ 
0,00111 7 8 43 900000 
0,001 43 6 8 50 700000 ; 
0,001 67 10 6 60 600 000 ' 
0,003 4 12 9 75 300000 { 

MB II 0,000 666 12 0 0 1500600 I 
0,000 833 13 1 8 1 200000 I 
0,001 00 12 3 25 1000000 
0,001 25 12 5 42 800000 , 
0,001 67 13 4 31 600000 
0,002 50 13 6 46 400000 
0,003 33 12 5 67 300000 
0,005 00 13 10 17 200000 
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4. Darstellung eines Monomethylathers des Hormonhydrates 
mit Diazomethan. 

Versuche, durch Kochen mit fthylalkoholischer Hydroxylaminacetat- 
l6sung ein Oxim des Hormonhydrates darzustellen, lieferten stets Aus- 
gangsmaterial zuriick; auch nach mehrstiindigem Kochen unter Zusatz von 
einigen Tropfen Eisessig lieB sich keine Oximbildung beobachten, dagegen 
gelang leicht der Umsatz des Hydrates mit Diazomethan. 

Auf 50 mg Hormonhydrat, in wenig Methanol suspendiert, 
wurde eine itherische Lésung von Diazomethan destilliert. Unter 
Stickstoffentwicklung ging die Substanz nach lingerem Stehen 
allmihlich in Liésung. Nach dem Verdampfen des Athers hinter- 
blieb ein krystalliner Riickstand. Durch sehr hiutiges Um- 
krystallisieren aus Essigester wurde er in kleinen festen Tifelchen 
erhalten. Sinterung um 166°, Schmelzpunkt 169° Optische 
Drehung in Pyridin 

[aly = + 34,7° (23,7 mg, «@ = 0,411°). 
Die Methoxylbestimmung nach Zeisel ergab folgende Werte: 


2,228, 2,771 mg Substanz gaben 1,750, 2,230 mg AgJ. 
Fiir C,,H,,0, Ber. 10,26 °/, OCH, 
» Cy gH.,O5 » 10,77 
Gef. 10,63, 10,37°/, OCH, 


5. Uberfiihrung des Hormonhydrates C,,H,,0, in das krystallisierte 
Follikelhormon C,,H,,0.,. 

12 mg des Krystallisates C,,H,,O, (Zersetzungsp. 268 —269°, 
physiologische Wirksamkeit = 1 ‘5 Millionen ME pro Gramm) wurden 
mit 500 mg geschmolzenem Kaliumbisulfat innig verrieben, in 
eine Hochvakuumretorte gefillt und bei 0,02 mm Hg zunichst 
2 Stunden auf 110°, dann weitere 5 Stunden auf 180—2%00° er- 
hitzt. Nach der Temperaturerhéhung auf 180° sublimierte das 
entstandene Follikelhormon C,,H,,0, in den Retortenansatz, aus 
dem es mit Alkohol herausgeldst wurde. Die konzentrierte 
alkoholische Lésung lieferte nach dem Anspritzen mit Wasser 
9 mg eines einheitlichen, sehr reinen Krystallisates vom Schmelz- 
punkt 250—251° und der physiologischen Wirksamkeit 8 Mill. ME 
pro Gramm. 

8 mg Hydrat, Schmelzp. 276°, physiologische Wirksamkeit 200000 ME 
pro Gramm, lieferten nach gleicher Methodik 4 mg Follikelhormon. 

2,342 mg Substanz gaben 6,820 mg CO,, 1,750 mg H,O. 

C,.H),0, Ber. 79,9 %, C 820°), H 
Gef. 79,42 8,36 
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Tabelle VIII. 


Auswertung des aus dem Hydrat gewonnenen Follikelhormons C,,H,.0. 
in 1 maliger Injektion in Ollésung. 











; Injizierte Anzahl Anzahl le Tiere ME prog 
Priiparat Dosis Tiere Tiere mit mit Milli 

in mg |pro Dosis| Vollbrunst] Vollbrunst | > °°" 
A, aus hoch- 0,000 167 7 7 100 6 
wirksamemHydrat] 0,000125 6 5 83 8 
(1,5 Mill. ME prog) | 0,0001 6 2 33,3 19 
B, aus niedrig- 0,000 167 13 11 85 6 
wirksamem Hydrat] 0,000143 12 9 75 7 
(200000 ME pro g) | 0,000125 13 9 70 8 














6. Darstellung des krystallisierten Follikelhormons C,.H,,0, 
aus den Restlosungen der Aufarbeitung nach Marrian. 

a) Hochvakuumdestillation der Mutterlaugen des Hormonhydrates 
C,4H,,03. 

Wie bereits auf 8. 259 geschildert wurde, enthalten die Destillate aus 
den Mutterlaugen des Hormonhydrates C,,H,,O, neben dieser Substanz 
auch geringe Mengen des krystallisierten Follikelhormons C,,H,,O,, die 
nach der dort beschriebenen Methode daraus isoliert werden konnten. 

b) Aufarbeitung der Riickstiinde der ,,Extraktion mit 50 °/, igem 
wiBrigem Alkohol.?) 

Die Riickstiinde der Extraktion mit 50°/,igem wiBrigen 
Athanol des Aufarbeitungsganges nach Marrian waren ein dunkel- 
roter Sirup von der physiologischen Wirksamkeit von etwa 
40000 ME pro Gramm (vgl. Tab. [X). Sie wurden, mit der 


Tabelle IX. 
Auswertung der Riickstinde der ,,Extraktion mit 50°/,igem waBrigen 
Alkohol* in 1 maliger Injektion in Ollésung. 





Injizierte Anzahl Anzahl °/, Tiere 


Priiparat : a ate : ' 
N Dosis Tiere Tiere mit auf ME prog 
— in mg pro Dosis] Vollbrunst | Vollbrunst 
I 0,02 6 3 50 50000 
0,05 6 6 100 20000 
O,15 5 5 100 6700 
li 0,02 6 4 66 50000 
0,05 6 (6 100 20000 
0,15 6 6 100 6 700 

















') Vel. Methodik von G. F. Marrian auf S§. 258. 

















e3 
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,Salzsiurehydrolyse“ (Reinigungsstufe III)') beginnend, nach der 
Methode von Butenandt’) aufgearbeitet und krystallisiertes 
Follikelhormon C,,H,,0, daraus gewonnen. 


7. Einige weitere Versuche zur chemischen Charakterisierung 
des krystallisierten Follikelhormons C,.H,,0.,. 


a) Verhalten gegen Alkali: 20 mg krystallisiertes Follikel- 
hormon wurden mit 10 ccm 5°/,iger wabBriger Kalilauge 1 Stunde 
in einem siedenden Wasserbade erhitzt und nach dem Erkalten 
mit CO, aus der alkalischen Lisung wieder abgeschieden. Der 
Niederschlag wurde in Ather aufgenommen und nach dem Trocknen 
und Verdampfen des Lésungsmittels aus wenig Essigester um- 
krystallisiert. Schmelzp. 242° (unkorr.). Die Mischschmelzprobe mit 
krystallisiertem Follikelhormon vom Schmelzp. 244,5° lag bei 244°. 

b) Wiederholung der Oximdarstellung. Nach der bereits be- 
schriebenen Methode?) wurden erneut 20 mg krystallisiertes Follikelhormon 
in iithylalkoholischer Lésung mit iiberschiissigem Hydroxylaminacetat be- 
handelt. Das analysenreine Reaktionsprodukt schmolz unter Zersetzungs- 
erscheinungen bei 232—233° nach vorhergehender Sinterung um 225°. 

4,921 mg Substanz gaben 13,440 mg CO,, 3,60 mg H,O, 0,049 mg Rest. 


2,975 mg ~ » 0,119 cem N (22°, 757 mm). 
Fiir C,,H,,0,N Ber. 75,74°/, C 8,13 °/, H 4,9, N 
» CizH,,0.N  ,, 75,22 7,81 5,2 
Gef. 75,24 8,27 4,61 


c) Darstellung eines Semicarbazons des krystalli- 
sierten Follikelhormons. 5 mg krystallisiertes Follikelhormon 
wurden in wenig Athanol gelést und mit einer wiiBrigen Lésung 
von gleichen Teilen Semicarbazidhydrochlorid und wasserfreiem 
Natriumacetat vereinigt. Durch nachtriiglichen Zusatz von Athanol 
und Wasser wurde eine klare Lésung hergestellt und diese liingere 
Zeit (etwa 5—6 Tage) bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Dabei 
schied sich ein weiBer Niederschlag ab, der nach dem Verdiinnen 
der Reaktionslésung mit Wasser filtriert wurde. Nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren aus Methanol—Kssigester wurde die 
Substanz in feinen Niadelchen erhalten. Schmelzp. 245—246° 
‘unter Gasentwicklung und Zersetzung). 

2,365 mg Substanz gaben 0,273 cem N (16°, 743 mm). 

Fiir C,,H,,0,N; Ber. 12,84°/, N 


» O~eH,,0,N, » 18,42 
uhiciiaiaenaelaliias Gef. 13,33 
1) Diese Z. 191, 134—137 (1930). *) Diese Z. 191, 147—148 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIX. 18 
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Uber das alternative Vorkommen von Kreatin(in) und Arginin 
bei Vertebraten beziehungsweise Avertebraten. 


Von 


Fr. Kutscher und D. Ackermann. 


(Aus der physiol.-chem. Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat Marburg a. L, 
und dem physiol.-chem. Institut der Universitat Wirzburg,) 


Der Scbriftleitung zugegangen am 26, Mai 1931.) 


Bei unseren vergleichend physiologischen Untersuchungen? 
der stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukte der Tierwelt war der 
leitende Gedanke gewesen, daB der Abbau der gréBeren N-haltigen 
Molekiile, also vor allem des EiweiBes, bei den einzelnen Tier- 
gattungen vermutlich verschiedene Wege gehe, Es war miéglich, 
daB gewisse Arten des Abbaues bei einigen Tierklassen vorkaimen, 
bei anderen iiberhaupt fehlten. Andrerseits konnten sie aber auch 
in ein und demselben Tier neben einander herlaufen, jedoch so, 
daB in dem einen Falle der eine, in einem anderen wieder ein 
anderer quantitativ sehr stark bevorzugt wurde. Bei der Unter- 
suchung wiirde dann unter Umstiinden dieser bevorzugte Weg als 
der einzige erscheinen. 

Es hatte sich ferner schon friiher gezeigt, daB gewisse N-hal- 
tige Stotfe kleinen Molekiils bei manchen Tieren mit Vorliebe sich 
ansammeln, eine Erscheinung, die auf ein Stehenbleiben des Ab- 
baues auf dieser bestimmten Stufe und auf eine verlangsamte 
Ausscheidung zuriickzufiihren ist. Daraus ergibt sich die Vor- 
stellung, daB die Mannigfaltigkeit der Bilder, die sich beim Studium 
der stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukte der einzelnen Tier- 
klassen bisher gezeigt hat, weniger auf einer Verschiedenheit der 
Abbauwege beruhe, als vielmehr darauf, daB der Abbau der 
Molekiile bei verschiedenen Tieren verschieden weit geht. 

Da es auBerdem bisher fast immer noch méglich war, aus 
der Konstitution der bekannt gewordenen N-haltigen sogenannten 
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Extraktstoffe einen Zusammenhang mit dem Kiweifmolekiil zwang- 
los zu konstruieren, hofften wir durch allmihliche Erweiterung 
unserer Kenntnisse von derartigen Stoffen in der Tierwelt zum 
Verstindnis des so schwer zuginglichen intermediiiren Eiweib- 
stoffwechsels beitragen zu kénnen. Hierbei schwebte uns _ be- 
sonders die Verwandtschaft aller Zellen, speziell aller Zellen der 
verschiedensten Tierklassen untereinander vor, indem wir uns 
sagten, daB ein Abbauvorgang, den die eine Tierart verwirkliche, 
einer anderen doch nicht voéllig fremd sein kénne. 


Nebenher hofften wir, daB sich die Verwandtschaft der ver- 
schiedenen Tierklassen bis zu einem gewissen Grade auch in der 
Ahnlichkeit ihrer N-haltigen Stoffwechselprodukte kundgebe, etwa 
nach der Art der Harnsiiure bei den Sauropsiden, und eine solche 
Hoffnung riickte sehr bald nahe, als wir zuerst bei einer Crusta- 
ceenart (Crango vulgaris?)) nach schonendster Extraktion, die 
jede postmortale EiweiBspaltung ausschlob, vorgebildetes freies 
Arginin auffanden, wihrend Kreatin(in) fehlte. Der eine*) von 
uns stellte, nachdem die in Vergessenheit geratene Tatsache des 
Fehlens von Kreatin bei den Wirbellosen in so und so vielen 
Fallen neu ermittelt war, das Prinzip von dem alternativen Vor- 
kommen von Arginin und Kreatin bei Wirbellosen und Wirbel- 
tieren auf (1914). Im Laufe der Zeit lieB sich dann reichliches 
Tatsachenmaterial fiir die Berechtigung dieser Anschauung bei- 
bringen. 


Wie das Kreatin bei Vertebraten‘*) ist nach neueren Angaben 
auch das Arginin bei Avertebraten®) wohl vor allem in Form 
einer organischen Phosphorsaureverbindung vorhanden. 


Neuerdings ist nun die Anffindung des Arginins durch die 
Verwendung von F'laviansiure®) als Fallungsmittel einerseits und 
durch die (wenn auch nicht absolut spezifische) Farbenreaktion 
von Sakaguchi’) andererseits noch erleichtert, und wir ent- 
schlossen uns deshalb bei zwei wirbellosen Tierarten, bei denen 
uns friiher die Isolierung des Arginins nicht gelungen war, nim- 
lich beim Regenwurm (Lumbricus terrestris) und bei der Seewalze 
Holothuria tubulosa) erneut nach Arginin zu suchen. Bei An- 
wendung von Flaviansiure gelang uns dies ebenso wie bei einer 
dritten noch nicht darauf untersuchten Tierart, der Muschel 
Arca Noae. 


Die Liste iiber das Vorkommen von Arginin bei Wirbellosen 
ware demnach wie folgt zu ergiinzen. 


18* 











268 Fr. Kutscher und D, Ackermann, 


Analysiertes Salz des 


Arginins 
Arthropoden.... Melolontha vulgaris **) Kupfernitratsalz, Nitrat 
Crango vulgaris *) Kupfernitratsalz 
Astacus fluviatilis’) Kupfernitratsalz 
Mollusken....... Mytilus edulis *) Kupfernitratsalz, Nitrat 
Arca Noae Nitrat 
Eledone moschata“) Kupfernitratsalz, Nitrat 
eee Lumbricus terrestris Kupfernitratsalz 
Enchinodermen. Arbatia pustulosa'’) Kupfernitratsalz 
Holothuria tubulosa Kupfernitratsalz 
Coelenteraten... Geodia gygas '') Hier wurde statt Argi- 


ning Guanidin und Ag- 
matin gefunden*) 


Ks ist nun vor Kurzem insofern eine gewisse Kinschrinkung 
des Prinzips vom alternativen Vorkommen von Kreatin und Arginin 
bei Wirbeltieren und Wirbellosen versucht worden, als von Kiech, 
Luck und Smith!’) auf Grund ihrer Versuche das Vorkommen 
von Arginin auch in der Muskulatur der Wirbeltiere behauptet 
wurde, wobei sie auf einen scheinbaren Widerspruch mit unseren 
Arbeiten hinwiesen. 

Dazu ist zuerst ganz allgemein zu bemerken, daB ein Vor- 
kommen von kleinen Mengen Arginin neben den groBen Mengen 
des Muskelkreatins doch auf jeden Fall nur bedeuten wiirde, dai 
die bei den Avertebraten vorherrschende, bzw. allein vorhandene 
Verbindung hier noch in kleiner Menge, vielleicht noch als Neben- 
produkt gebildet wird. Das wire um so weniger verwunderlich, 
als ja sehr wahrscheinlich das Arginin auch bei den Vertebraten 
die Vorstufe des Kreatins ist, wenn sich auch ein derartiger 
Ubergang bisher mit Sicherheit nicht hat nachweisen lassen. Das 
Arginin ist eben als ein in allen Organen auftretendes Stoff- 
wechselprodukt zu betrachten. Man muB sich schlieBlich dariiber 
klar sein, dab selbst wenn bei Avertebraten, was bis jetzt noch 
nie gelungen ist, Kreatin in kleinen Mengen nachgewiesen werden 
kénnte, die Tatsache bestehen bleiben wiirde, dab bei diesen vor 
allem Arginin, bei den Vertebraten an dessen Stelle vor allem 
Kreatin gebildet wird, daB beide Verbindungen also in der Tit 
alternierend vorkommen. 


*) Mit ihnlichen Abweichungen wird man wohl auch gelegentlich noch 
bei anderen Vertretern niederer Wirbellosen rechnen miissen. 
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Was die Untersuchung von Kiech, Luck und Smith im 
einzelnen anbetrifft, so ist hervorzuheben, daB sie den Nachweis 
des Arginins nur indirekt fiihrten, indem sie durch Arginase 
Harnstoff abspalteten, der als Dixanthydrylverbindung abgetrennt 
und durch Oxydation mit Kaliumdichromat und Schwefelsiiure 
bestimmt wurde. — Bei einem so komplizierten Gemisch von 
gelésten Substanzen, wie es im Muskelextrakt vorliegt, dessen Be- 
standteile zum Teil mit Sicherheit noch nicht bekannt sind, kann 
allein auf Grund derartiger indirekter Bestimmungen kaum ein 
sicheres Ergebnis erhalten werden. 

Da die Autoren nicht versucht haben, Arginin aus Verte- 
bratenmuskelextrakt zu isolieren, und damit sicher zu identifizieren, 
haben wir noch einmal 5,5 Kilo Pferdemuskel aufgearbeitet und 
auf Arginin untersucht. Wir haben dabei trotz weitgehender 
Aufteilung der Argininfraktion keine Spur Arginin erhalten, 
sondern nur Kreatin, etwas Methylguanidin und Carnosin.*) Selbst- 
yerstiindlich kénnen wir mit diesem negativen Ausfall unserer 
praparativen Untersuchung nicht beweisen, daB auf keinen Fall 
Arginin vorhanden war. Wir glauben allerdings, dab, wenn diese 
Substanz in der Menge vorhanden gewesen wiire, wie sie nach 
Kiechs und seiner Mitarbeiter Angaben zu erwarten war 
(26,1 mg in 100 g Muskel), wir sie hatten isolieren kiénnen, um 
so mehr, als wir bei der oben erwihnten, vorher durchgefiihrten 
Untersuchung der Avertebratenmuskeln die Uberzeugung gewonnen 
hatten, daB wir mit den jetzt zur Verfiigung stehenden Mitteln 
in der Lage seien, auch kleinere Mengen von Arginin mit Sicher- 
heit zu isolieren. 


Experimenteller Teil. 


1. Lumbricus Terrestris. 


Der Brei von 12,9 Kilo Regenwiirmern wurde mehrmals mit 
kochendem Wasser extrahiert, auf 1,5 Liter eingeengt und direkt 
mit Phosphorwolframsiure gefillt. In den freien Basen der 
Argininfraktion wurde durch Flaviansiiure eine zuerst élige, dann 
kristallinische Fiallung erzeugt, die auch in der Hitze schwer- 
léslich war. Nach ihrer Uberfithrung in eine Lisung der freien 
Base gab diese die Sakaguchische Reaktion. Es lieBen sich 
0,75 g reines Argininkupfernitrat daraus gewinnen, das sich bei 
233—35° (unkorr.) zersetzte. 


*) Anserin wurde, wie zu erwarten war, vermibt. 
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1. 5,010 mg lufttrockene Substanz gaben 4,530 mg CO,, 2,62 mg H,O. 


2. 9,462 mg - _ » 1,940 ecm N, (19°, 750 mm). 
Fiir (C,H,,N,O,),Cu(NO,), +3 H,O 
Ber. C 24,39 °/, H 5,80 °,, N 23,78 9%, 
Gef. 24,66 5,85 23,65 


2. Holothuria tubulosa. 


Ks waren gelegentlich einer friiheren Arbeit!*) 51,5 Kilo 
Muskelschliuche mit siedendem Wasser extrahiert. Ein leider in 
seiner Menge nicht mehr bestimmbarer Teil der basischen Silber- 
fraktion stand noch zur Verfiigung und wurde in die freie Basen- 
lésung verwandelt. Es wurde zuerst mit Hopkins Reagens 
(Quecksilbersulfat + Schwefelsiure) eine geringe Fillung erzeugt, 
nach deren Beseitigung sich eine erneute Ausfallung mit diesem 
Reagens unter gleichzeitiger Zugabe von Methanol anschloB. Nach 
Waschen des Niederschlages mit Methanol wurde er unter An- 
wendung von Schwefelwasserstoff in eine Lisung des Sulfates 
verwandelt. Jetzt folgte eine Fiallung mit Flaviansiiure, die zu 
einem kristallinischen schwerléslichen Niederschlag fiihrte. Die 
hieraus mit Baryt gewonnene Lésung der freien Basen gab starke 
Sakaguchische Reaktion und lieferte 0,43 g reines Arginin- 
kupfernitrat, das sich bei 236° (unkorr.) zersetzte. 

3. 8,875 mg lufttrockne Substanz gaben 1,838 ecm N, (17°, 750 mm). 


4. 16,230 mg - " » 1,475 mg H,O. 
Fiir (C,H,,N,O,),Cu(NO,), + 3 H,O 
Ber. N 23,78 °/, H,O 9,16 °/, 
Gef. 24,06 9,09 


3. Arca Noae. 


Aus dem Extrakt von Archenmuscheln mit einem nach 
Kjeldahl festgestelltem Gehalt von 22g N wurde nach direkter 
Phosphorwolframsiurefillung eine Argininfraktion gewonnen. Es 
folgte eine reichliche Ausfillung mit Flaviansiiure. Die so nieder- 
geschlagenen Basen lieferten mit wiBriger Pikrinsiure ein schwer 
lésliches Pikrat, iiber das in den beiden sich hieran anschlieBenden 
Arbeiten berichtet wird. Das Filtrat dieses Pikrates wurde in 
eine Lésung von freien Basen verwandelt, die intensive Saka- 
guchische Reaktion gaben und 2,2 g Argininkupfernitrat lieferten. 
Dieses Salz wird mit Schwefelwasserstoff in das Nitrat verwandelt, 
das lufttrocken zur Analyse kommt. Es zersetzt sich bei 235” 
(unkorr.). 
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5. 4,509 mg lufttrockne Substanz gaben 4,870 mg CO, und 2,630 mg H,O. 


6. 4,960 mg - ” »  9,350mg CO, ,, 2,870 mg H,O. 
7. 8,877 mg - a » 2,116 cem N, (18°, 753 mm). 

Fiir C,H,,N,O,HNO, + 1 H,O 

Ber. C 29,27, H 6,50 °%, N 28,45, 

Gef. 29,46; 29,42 6,53, 6,48 28,29 


4. Pferdemuskel. 


Der Heibwasserextrakt von 5,5 Kilo Pferdefleisch wurde direkt 
mit Phosphorwolframsiure gefallt und aus den so abgetrennten 
Basen eine Argininfraktion gewonnen. Hieran schloB sich eine 
Ausfillung der freien Basen dieser Fraktion mit Hopkins 
teagens + Methanol, um so den gré8ten Teil des Carnosins 
niederzuschlagen. Die Verwandlung dieser Fiillung in einen 
diinnen Syrup der freien Basen fiihrte in der Tat zu einem 
reichlichen Kristallkuchen von Carnosin. Die Base gab intensive 
Diazoreaktion und wurde als Nitrat analysiert. 


8. 5,404 mg Substanz gaben 1,113 ccm N, (18.5°, 751 mm). 
Fiir C,H,,N,0;-HNO, 
Ber. N 24,26 °/, Gef. N 23,83 %/, 

Die Mutterlauge der Carnosinkristalle lieferte nach Kochen 
mit Kupfercarbonat noch eine Abscheidung von Carnosinkupfer, 
das beim Trocknen keine Spur Rétung zeigte und bei der 
(N-)CH,-Bestimmung jede Abscheidung von AgJ vermissen lieb. 
Aus diesen beiden Tatsachen ergibt sich die Abwesenheit des ja 
auch bei Siugetieren bisher noch nie beobachteten Anserins. 


9. 3,403 mg Substanz gaben 0,548 cem N, (19°, 740 mm). 
Fiir C,H,,N,O,*>CuO 
Ber. N 18,36 °/, Gef. N 18,82 °), 

Die Mutterlauge dieses Kupfersalzes konnte nun noch Arginin 
enthalten. Sie gab nach Beseitigung des Kupfers mit Schwefel- 
wasserstoff in der Tat eine Fiallung mit Flaviansiiure, doch war 
diese in einem UberschuB des Fillungsmittels sowohl wie in der 
Hitze leicht léslich, was beides nicht fiir Argininflavianat, wohl 
uber, wie wir feststellten, fiir Carnosinflavianat zutrifft. Carnosin 
war nach dem stark positiven Ausfall der Diazoprobe hier aber 
immer noch vorhanden. Auch die geringe Rotfirbung, die bei 
der Sakaguchischen Probe erzielt wurde, kann durchaus mit 
Spuren Methylguanidin erkliirt werden, das bekanntlich in der 
Argininfraktion auftritt. Eine Isolierung von Arginin gelang uns 
iedenfalls hier nicht. 
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SchlieBlich wurde noch das Filtrat der Fallung mit Hopkins 
Reagens und Methanol untersucht. Es lief sich hier in Form 
der Pikrate ein schwer trennbares Gemenge von Methylguanidin 
und Kreatin(in) ermitteln. Das letztere lag schlieBlich nach ein- 
gehender Reinigung als Chlorid mit positiver Jafféscher und 
Weylscher Probe vor und kam als Goldsalz zur Analyse. Aut 
die Méglichkeit, Kreatin(in) mit Silbernitrat und Baryt niederzu- 
schlagen, hatte der eine!®) von uns schon vor Jahren hingewiesen. 

9, 12,707 mg Substanz gaben 5,589 mg Au. 


10. 7,613 mg is » 0,627 cem Ny, (18,5°, 751 mm). 
Fiir C,H,N,O-HAuCl, 

Ber. N 9,29 °/, Au 43,51 °/, 

Gef. 9,53 43,97 


Arginin lieB sich auch in dieser Fraktion nicht 1solieren. 


Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir fiir die zur Durchfiihrung dieser Untersuchung ge- 
wihrte Unterstiitzung. 
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Uber das Arcain, eine bisher unbekannte tierische Base. 
Von 
Fr. Kutsecher, D. Ackermann und 0, Fléssner. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Marburg a. L. und dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1931.) 


Gelegentlich unserer Untersuchungen iiber den Arginingehalt 
der wirbellosen Tiere!) gewannen wir aus der Argininfraktion 
der Archenmuschel (Arca Noae) das schwer lésliche Pikrat einer 
starken Base, fiir die sich die Formel C,H,,N, ergab. Wir er- 
wogen anfangs die Formel C,H,N,, doch hat die Ermittelung der 
Konstitution, iiber die in der folgenden Arbeit?) berichtet wird, 
ergeben, daB die Formel C,H,,N, die richtige ist. — Der Kérper 
mége als Arcain*) bezeichnet werden. 


Isolierung des Arcains. 


Die Darstellung erfolgte aus dem Extrakt einer groBen Menge 
der genannten Muscheln, welche im Jahre 1922 im adriatischen 
Meer bei Rovigno gefischt und nach Beseitigung der Schalen 
sofort an Ort und Stelle ausgekocht waren. Der dabei erhaltene, 
stark eingedickte Extrakt war noch heiB in ein BlechgefabB ge- 


_bracht und bis jetzt verschlossen aufbewahrt worden. Mit dem 


Kjeldahlverfahren lieB sich ermitteln, daB eine Gesamtstickstoff- 
menge von 129,1 g vorlag. 

Die Gewinnung des Arcains gestaltete sich so, dab nach 
direkter Phosphorwolframsiurefallung eine Argininfraktion nach 
dem Kutscherschen Verfahren gewonnen wurde. Die aus dieser 
dargestellten freien Basen haben wir in 2 Teile geteilt und sind 
bei der Gewinnung des Arcains so vorgegangen, daB wir das 





*) Vorliufige Mitteilung in den Verhandlungen der Physikalisch-medi- 
zinischen Gesellschaft zu Wiirzburg, 1. Miirz 1931. 
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eine Mal mit Flaviansiure fillten, wobei auBer dem Arginin das 
Arcain niedergeschlagen wird und nun diese beiden Basen auf 
Grund der Schwerldslichkeit des Arcainpikrates trennten. Das 
zweite Mal versetzten wir unter Verzicht auf die Flaviansiure- 
fiillung sofort mit Pikrinsiure und gewannen aus dem mehrmals 
umkrystallisierten Pikrat das Arcainsulfat, das in reiner Form 
insgesamt 2,5 g wog. Das entspricht natiirlich nicht der wirk- 
lich in der Muschel vorhandenen Menge an Arcain. 


Bei der Umwandlung von Arcainpikrat in sein Sulfat muB 
man iibrigens fir eine ziemlich hohe Konzentration an Schwefel- 
siiure sorgen, weil sonst die Umsetzung in Sulfat nicht quantitativ 
erfolgt. Gelingt doch die Ausfillung des Arcains sogar aus 
schwefelsaurer Lésung mit freier Pikrinsiiure ziemlich weitgehend. 
Nach Beseitigung der Pikrinsiiure mit Ather wird die Schwefel- 
siiure mit Baryt entfernt bis die Lésung nur noch schwach sauer 
ist. Kngt man dann im Vakuum zum diinnen Sirup ein, so 
krystallisiert das verhiltnismiBig schwer lésliche Sulfat aus, das 
nach 1 maligem Umkrystallisieren rein ist. 

Das Arcain ist, wie ja nach seinem hohen N-Gehalt und 
dem Fehlen des Sauerstofies zu erwarten war, eine starke Base 
und gibt sehr schwer ldésliche Fillungen mit Phosphorwolfram- 
siure, Pikrinsiure, Pikrolonsiure, Rufiansiure (Chinizarinsulfo- 
siure*), Dragendorffs Reagens, Flaviansiiure und Styphinsiure 
(1,2,3,4,6-Trinitroresorcin). Auch fallt es mit Goldchloridchlor- 
wasserstoftsiiure und Platinchloridchlorwasserstoffsiure, mit wiB- 
rigem Quecksilberchlorid, mit Hopkins Reagens bei Zugabe von 
Alkohol. Nesslers Reagens erzeugt einen weiBen Niederschlag. 
Beim Kochen mit Kupfercarbonat erfolgt keine Blaufirbung. Kin 
Kupfernitratsalz wie beim Arginin, ist ebenso wenig zu erhalten. 
Nitrat und Chlorid sind verhiiltnismiBig leicht léslich. 

Die Diazoreaktion nach Pauly ist negativ. AuBerordentlich 
stark fillt die Probe von Sakaguchi‘) aus. Das Arcain ist 
optisch inaktiv. 

Die Base hat einige beachtenswerte pharmakologische Eigen- 
schaften, von denen die Senkung des Blutzuckers beim Warm- 
bliiter besonderes Interesse beansprucht. MHieriiber wird Herr 
Dr. W. Linneweh in der Zeitschrift fiir Biologie demniichst be- 
richten, Untersuchungen iiber das etwaige Vorkommen des Arcains 
bei anderen Tierarten haben wir in Angriff genommen. 

Wir stellten die folgenden Salze des Arcains dar: 
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Arcainsulfat. 


Mikroskopische, zu Garben angeordnete Nadelbiischel (vgl. 
Tafel II in der hierauffolgenden Arbeit). Zersetzungsp. 291°. 


1. 5,000 mg Substanz gaben 4,880 mg CO, und 3,02 mg H,0O. 


2. 4,851 mg “ » 4,725 mg CO, ,, 2,96 mg H,O. 
3. 9,623 mg “ » 2,073 eem Ny (17,5°, 747 mm). 
4, 9,455 mg - » 8,015 mg BasSQ,. 
5. 8,465 mg e 5» 7,210 mg BasQ,. 
Fiir C,H,,.N,*H,SO, 
Ber. C 26,64 °/, H 6,71 °/, N 81,10°/, S 11,86 °%, 


Gef. ,, 26,62, 26,57°/, ,, 6,76, 6,83°/, ,, 30,88 y 11,64, 11,69 %, 


Uv 


Arcainpikrat. 
(Vgl. Figuren auf Tafel II in der folgenden Arbeit). 


Sehr schwer lésliches feines Pulver, mikroskopisch oft etwas 
gebogene Nadeln. Zersetzt sich unter Gasbildung bei 251—254°. 


6. 33,63 mg Substanz gaben 42,6 ng CO, und 10,5 mg H,0. 


7. 5,002 mg ™ » 6,315 mg CO, ,, 1,65 mg H,0O. 

8. 5,025 mg ws » 1,168 een Ny, (17,5°, 746 mm). 

9. 2,123 mg “ » 0,490 cecum Ny, (18°, 750 mm), 
Fiir C,H,,N,-2C,H;N,0, 

Ber. C 34,27°/, H 3,52), N 26,67 °), 


Gef. ,, 34,55, 34,44 °/, 5» 3,49, 3,69 °/, », 26,81, 26,72 °/, 


Arcainchloraurat. 
Ziemlich schwer lésliche Nidelchen vom Schmelzp. 170,5°. 


10. 6,699 mg Substanz gaben 2,145 mg CO, und 1,27 mg H,0. 


11. 6,736 mg ™ » 2,145 mg CO, ,, 1,30 mg H,O. 
12. 11,625 mg ~ » 9,986 cem N, (18,5°, 749 mm) 
13. 6,185 mg - » 2,865 ng Au. 
Fiir C,H,,N,°2 HAuCl, 
| Ber. C 8,459, H 2,13), N 9,869, Au 46,28 %, 
Gef. ,, 8,18, 868°), ,, 2,12, 2,16°%, »» 9,91 », 46,32 


Arcainchloroplatinat. 
Ziemlich schwer léslich in Wasser, Schmelzp. 222°. 


14. 5,783 mg Substanz gaben 0,733 ecm N, (16,5°, 749 mm). 
) 15. 11,004 mg 1 » 3,730 mg Pt. 


Fir C,H,,N,°H,PtCl, Ber. N 14,44°, Pt 38,54 */, 
Gef. ,, 14,73 57 33,82 
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Arcainpikrolonat. 

Feinkérniges Pulver, noch schwerer léslich in Wasser als 
das Pikrat. Zersetzt sich nach vorheriger Briunung bei 303° 
unter Aufschiumen, 

16. 5,013 mg Substanz gaben 1,220 cem N, (17°, 740 mm). 

Fiir C,H,,N,-2C,,H,N,O; Ber. N 28,00 °/, 
Gef. ,, 27,89 


Arcainrufianat. 
Auferordentlich schwer lésliche, leuchtend rote mikrosko- 
pische Aggregate yon Prismen. Zersetzt sich bei 306—311°. 
17. 8,498 mg Substanz gaben 0,735 ccm N, (18,5°, 746 mm). 


Fiir C,H,,N,(C,,H,O,S), Ber. N 10,35 °, 
Gef. ,, 9,94 


Die Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschait 
stellte fiir die Durchfiihrung dieser Arbeit in dankenswerter Weise 
Mittel zur Verfiigung. 
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Die Konstitution des Arcains. 
von 
Fr. Kutscher, D. Ackermann und F. A. Hoppe-Seyler. 


Mit 4 Figuren auf Tafel II. 





(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Institutes der Universitat 
Marburg a. L. und dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg, 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Mai 1931.) 


In der vorigen Mitteilung') wurde unter dem Namen Arcain 
ein stark basischer, aus der Muschel Arca noae gewonnener Kérper 
beschrieben, dessen Salze bei der Analyse die summarische Formel 
C,H,N, oder C,H,,N, bzw. C,H,,N, annehmen lieBen. 

Der stark positive Ausfall der Sakaguchischen Reaktion 
wies auf das Vorliegen eines (Guanidinderivates vom ‘Typus 
NH,-CNH+NHR hin. Nach Analyse der Salze dachten wir zu- 
nichst, es handelte sich um Athylguanidin (C,H,N,), das ja wie 
das Arcain optisch inaktiv sein mub. 

Um dariiber Klarheit zu gewinnen, stellten wir aus Athyl- 
amin und Cyanamid das Athylguanidin dar, das wie zu erwarten, 
intensiv die Sakaguchische Probe gab. Doch zeigten sich in 
anderen Punkten wesentliche Abweichungen. Wiihrend nimlich 
das Athylguanidin bei der Mikro-N-Methylbestimmung nach Pregl 
die erwartete Menge Jodsilber lieferte, trat beim Arcain iiberhaupt 
keine Fallung auf; es konnte bei diesem also keine Alkylgruppe 
am Stickstoff vorhanden sein. Dazu kam das Verhalten des Athyl- 
guanidin-Pikrates, das sich als viel leichter léslich erwies als 
Arcain-Pikrat und makroskopisch, lange Nadeln bildete, von ganz 
anderem Aussehen als das feine Krystallpulver des Arcainpikrates. 

Es wurde weiter versucht durch Anwendung der Methode 
von van Slyke das Vorhandensein von NH,-Gruppen zu ermitteln; 
auch dies mit negativem Ergebnis. Da das Guanidin bei diesem 
Verfahren bekanntlich nicht anspricht, und da ja die Sakaguchi- 
sche Probe mit Arcain positiv ausfiel, konnten wir an der An- 
nahme eines Guanidinkernes festhalten. 

Wir versuchten nun durch Abbau zu einem vielleicht gut 
definierbaren Spaltungsprodukt zu kommen. Das gelang in der 
Tat durch 1stiiadiges Kochen mit Barytwasser unter den Be- 
dingungen, welche E. Schulze und Winterstein®) bei der Spaltung 
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des Arginins anwandten. Es entstanden zwei Bruchstiicke, die 
iiber die Konstitution des Arcains keinen Zweifel mehr lieBen: 
Harnstoff, der als Nitrat identifiziert wurde, und Agmatin, das 


als Pikrat zur Analyse kam. 
Danach war anzunehmen, da8 Arcain identisch sei mit Tetra- 


methylendiguanidin, in das durch die Barytspaltung ein Molekiil 
Wasser eingetreten war 


NH, NH 
O=NH + H,0 
CH,-NH-(CH,),+NH 


—»>» HN=C 


HN=C( 
NH, NH 

Cou -(cHyte "N° 
NH.-(CH,),-NH, NH, 

Das Tetramethylendiguanidin war nun bereits von A. Kiesel”) 
neben Agmatin einmal synthetisch dargestellt und in Form seiner 
Salze eingehend beschrieben worden. Er wies nach, daB diese, 
wie er damals meinte ,wohl kérperfremde Substanz“ im_all- 
gemeinen ebenso wie Agmatin durch Arginase nicht angegriffen 
wird. Nur mit einem Arginasepriparat aus Aspergillus niger trat 
eine Spaltung von Tetramethylendiguanidin zu Agmatin und Harn- 
stoff ein. Nach seinen Angaben gelang es ohne Schwierigkeiten, 
die Base kiinstlich darzustellen. Wir fanden véllige Uberein- 
stimmung zwischen den Eigenschaften der Salze beider K6rper; 
damit ist die Identitit des Arcains mit dem Tetramethylendi- 
guanidin (C,H,,N,) sichergestellt. 

Die Méglichkeit des Vorkommens derartiger Diguanidine ist 
von dem einen von uns‘) schon einmal erértert, als er fiir das 
von ihm seinerzeit aus dem Menschenharn isolierte Vitiatin die 


Formel: 
NH, ONE 
HN=C< »C=NH 
\N-(CH,),: NH” 
zur Diskussion stellte. Aus Mangel an Material und vor allem, 
weil das wertvolle Hilfsmittel der Mikroanalyse noch fehlte, war 
die Ermittlung der Konstitution damals unméglich. 

Das Auftreten von Tetramethylendiguanidin in der Tierwelt 
hat insofern etwas Uberraschendes, als man dieses N-haltige Stoft- 
wechselprodukt im Gegensatz zu anderen nicht ohne weiteres von 
den bisher bekannt gewordenen Aminosiiuren des EiweiBmolekiils 
ableiten kann. 

Biologisch wichtig sind zuniichst die Beziehungen zum Ag- 
matin. Dies wurde von Kossel') zuerst aus Heringsmilch nach 
Hydrolyse gewonnen, spiter von Steudel und Suzuki®) aus Herings- 
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testikel auch ohne Hydrolyse. Engeland und Kutscher’) fanden 
es zum erstenmal in der Ptlanzenwelt — im Mutterkorn — 
F, Holtz’) in der Spongienart Geodia gygas. Das Agmatin selbst 
liBt sich zwanglos vom Arginin ableiten. Das Hinzutreten des 
zweiten Guanidinkernes aber, wie er beim Arcain vorliegt, ist 
einstweilen nicht verstaindlich, wenn man nicht eine Synthese an- 
nimmt. Andrerseits kann das Arcain jetzt neben dem Arginin 
als Muttersubstanz des Agmatins in Betracht gezogen werden — 
ebenso fiir das Putrescin, das ja z. B. durch Fiaulnis®) seinerseits 
aus Agmatin entsteht. Untersuchungen iiber Spaltungen des Arcains 
durch Fermente von Organen und Mikroorganismen sind deshalb 
in Angriff genommen. 


Experimenteller Teil. 


Spaltung des Arcains mit Baryt. 

0,6 g Arcainsulfat werden mit 2 g Ba (OH), + 8H,O und 
65 com Wasser eine Stunde am RiickfluBkihler gekocht. Nach 
Beseitigung des Bariums mit Kohlensiiure, Zugabe einiger Tropfen 
Schwefelsiure und nochmaligem Filtrieren, wird im Vakuum zum 
Sirup eingedampft und mit Alkohol extrahiert. 

Der alkoholische Extrakt krystallisiert nach dem Verjagen 
des Alkohols und gibt sowohl mit starker Salpetersiure, wie mit 
konzentrierter Oxalsiure und mit Quecksilbernitrat Fallungen nach 
Art des Harnstoffes. Durch Zugabe von starker Salpetersiure 
unter Kiskiihlung werden 0,12 g Harnstoffnitrat gewonnen, die nach 
dem Umkrystallisieren zur Analyse kommen. 

1. 4,626 mg Substanz gaben 1,705 mg CO, und 1,73 mg H,0O. 

2. 5,422 mg . , 16,297 cem N, (18,5°, 786 mm). 

Fir CH,N,O- HNO, 
Ber. C 9,75°/, HH 4,169),  N 34,159, 
Gef. ,, 10,06 » 4,19 »» 34,09 

Der in Alkohol unlésliche Teil des Spaltungsgemisches wurde 
nach dem Aufnehmen mit wenig Wasser aus kleinem Volumen 
mit wiBriger Pikrinsaiure gefillt, wobei 0,11 g Agmatinpikrat ge- 
wonnen wurden, die nach dem Umkrystallisieren und Trocknen 
im Vakuum bei 130° analysiert wurden. Das Pikrat schmilzt bei 230°. 


3. 4,402 mg Substanz gaben 5,588 mg CO, und 1,41 mg H,O 


4. 4,654 mg - » 9,900 mg ,, » 146mg ,, 
5. 8,832 mg " » 1,847 cem N, (17°, 744 mm). 
Fiir C,H,,N,(C,H,N,9,), 
Ber. C 34,67°/, H 3,43°/5 N 28,81°/, 


Gef. ,, 34,61, 34,59°/, ,, 3,58, 3,51  ,, 24,10 
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des Arginins anwandten. Es entstanden zwei Bruchstiicke, die 
iiber die Konstitution des Arcains keinen Zweifel mehr lieBen: 
Harnstoff, der als Nitrat identifiziert wurde, und Agmatin, das 
als Pikrat zur Analyse kam. 

Danach war anzunehmen, daB Arcain identisch sei mit Tetra- 
methylendiguanidin, in das durch die Barytspaltung ein Molekiil 
Wasser eingetreten war 


NH, NH, 
HN=C/ SC=NH + H,0 
CH,-NH-(CH,),-NH~ 
NH, NH, 
—> HN=C< Nc=0 


\NH.-(CH,),-NH, ¥ NH,” 

Das Tetramethylendiguanidin war nun bereits von A. Kiesel”) 
neben Agmatin einmal synthetisch dargestellt und in Form seiner 
Salze eingehend beschrieben worden. Er wies nach, daB diese, 
wie er damals meinte ,wohl kérperfremde Substanz“ im _all- 
gemeinen ebenso wie Agmatin durch Arginase nicht angegriffen 
wird. Nur mit einem Arginasepriparat aus Aspergillus niger trat 
eine Spaltung von Tetramethylendiguanidin zu Agmatin und Harn- 
stoff ein. Nach seinen Angaben gelang es ohne Schwierigkeiten, 
die Base kiinstlich darzustellen. Wir fanden vollige Uberein- 
stimmung zwischen den Eigenschaften der Salze beider Korper; 
damit ist die Identitat des Arcains mit dem Tetramethylendi- 
guanidin (C,H,,N,) sichergestellt. 

Die Méglichkeit des Vorkommens derartiger Diguanidine ist 
von dem einen von uns‘) schon einmal erértert, als er fir das 
von ihm seinerzeit aus dem Menschenharn isolierte Vitiatin die 


Forme]: 
. NH, ; 
HN=C C=NH 
\N-(CH,).-NH” 
zur Diskussion stellte. Aus Mangel an Material und vor allem, 
weil das wertvolle Hilfsmittel der Mikroanalyse noch fehlte, war 
die Ermittlung der Konstitution damals unméglich. 

Das Auftreten von Tetramethylendiguanidin in der Tierwelt 
hat insofern etwas Uberraschendes, als man dieses N-haltige Stofi- 
wechselprodukt im Gegensatz zu anderen nicht ohne weiteres von 
den bisher bekannt gewordenen Aminosiiuren des EKiweiBmolekiils 
ableiten kann. 

Biologisch wichtig sind zuniichst die Beziehungen zum Ag- 
matin. Dies wurde von Kossel®) zuerst aus Heringsmilch nach 
Hydrolyse gewonnen, spiter von Steudel und Suzuki®) aus Herings- 
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testikel auch ohne Hydrolyse. Engeland und Kutscher’) fanden 
es zum erstenmal in der Ptlanzenwelt — im Mutterkorn — 
F, Holtz’) in der Spongienart Geodia gygas. Das Agmatin selbst 
liBt sich zwanglus vom Arginin ableiten. Das Hinzutreten des 
zweiten Guanidinkernes aber, wie er beim Arcain vorliegt, ist 
einstweilen nicht verstindlich, wenn man nicht eine Synthese an- 
nimmt. Andrerseits kann das Arcain jetzt neben dem Arginin 
als Muttersubstanz des Agmatins in Betracht gezogen werden — 
ebenso fiir das Putrescin, das ja z. B. durch Faulnis®) seinerseits 
aus Agmatin entsteht. Untersuchungen iiber Spaltungen des Arcains 
durch Fermente von Organen und Mikroorganismen sind deshalb 
in Angriff genommen. 


Experimenteller Teil. 


Spaltung des Arcains mit Baryt. 

0,6 g Arcainsulfat werden mit 2 g Ba (OH), + 8H,O und 
65 com Wasser eine Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
Beseitigung des Bariums mit Kohlensiiure, Zugabe einiger Tropfen 
Schwefelsiiture und nochmaligem Filtrieren, wird im Vakuum zum 
Sirup eingedampft und mit Alkohol extrahiert. 

Der alkoholische Extrakt krystallisiert nach dem Verjagen 
des Alkohols und gibt sowohl mit starker Salpetersiure, wie mit 
konzentrierter Oxalsiure und mit Quecksilbernitrat Fallungen nach 
Art des Harnstoffes. Durch Zugabe von starker Salpetersiure 
unter Kiskiihlung werden 0,12 g Harnstoffnitrat gewonnen, die nach 
dem Umkrystallisieren zur Analyse kommen. 

1. 4,626 mg Substanz gaben 1,705 mg CO, und 1,73 mg H,O. 

2. 5,422 mg * », 16,297 cem N, (18,5°, 786 mm). 

Fir CH,N,O- HNO, 
Ber. C 9,75°/, H 4,16°/, N 34,15°/, 
Gef. ., 10,06 » 4,19 » 34,09 

Der in Alkohol unlésliche Teil des Spaltungsgemisches wurde 
nach dem Aufnehmen mit wenig Wasser aus kleinem Volumen 
mit wiBriger Pikrinsiure gefillt, wobei 0,11 g Agmatinpikrat ge- 
wonnen wurden, die nach dem Umkrystallisieren und Trocknen 
im Vakuum bei 130° analysiert wurden. Das Pikrat schmilzt bei 230°. 


3. 4,402 mg Substanz gaben 5,588 mg CO, und 1,41 mg H,O 


4. 4,654 mg ” » 9,900 mg ,, » 146mg ,, 
5. 8,832 mg - » 1,847 cem N, (17°, 744 mm). 
Fiir C,H,,N,(C,H,N,0,), 
Ber. C 34,67°/, H 3,43°/5 N 23,81°/, 


Gef. ,, 34,61, 34,59°/, ,, 3,58, 3,51 ,, 24,10 
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Um ganz sicher zu gehen wiederholten wir diesen Spaltungs- 
versuch mit derselben Menge synthetischen Tetramethylendi- 
guanidinsulfats und kamen auch hinsichtlich der Ausbeuten an 
Harnstoff und Agmatin zu den gleichen Ergebnissen. 

Das Tetramethylendiguanidin stellten wir nach den Angaben von 
Kiesel (vgl. oben) her, indem wir bei Zimmertemperatur in eine wiiBrige 
Lisung von Cyanamid eine solche von freiem Tetramethylendiamin tropfen- 
weise unter Umschiitteln einflieBen und das Gemisch 4 Tage stehen lieBen. 
Nach Fillung mit Phosphorwolframsiiure und Umwandlung der Phosphor- 
wolframate ins Sulfat, krystallisierte das schwerlésliche Tetramethylendi- 
guanidinsulfat beim Einengen aus und war nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser rein. 

Die Identitit des Arcains mit dem 'Tetramethylendiguanidin 
ergibt sich weiter aus den mikroskopischen Bildern der beiden 
Sulfate und Pikrate (vgl. Tafel Il) und aus dem Vergleich der 
Schmelzpunkte der Salze des Arcains mit denen des Tetramethyl- 
endiguanidins, die wir aus dem bei der Synthese erhaltenen Sulfat 
darstellten. Die Mischschmelzpunkte zeigten, wenn iiberhaupt, 
so eine Depression von héchstens 2°. 





Synthetisches 
Areain Tetramethylen- 
in 0 diguanidin 
in ° 
a ner re 291 291 
a re 251—254 253—254 
Chloraurat. . ....... 171 172 
Chloroplatinat . a a a w 222 224 
| ee a a a 303 304*) 
Rufianat. . . . bum 306—311 304—306 








*) A. Kiesel gibt hier einen unscharfen Zersetzungsp. von 278—279° an. 

Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sprechen wir fiir die zur Durchfihrung dieser Untersuchung zur 
Verfiigung gestellten Mittel unseren Dank aus. 
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Arcainpikrat aus Arca Noae, Arcainsulfat aus Arca Noae. 














Tetramethylendiguanidinpikrat (synthetisch). Tetramethylendiguanidinsulfat (synthetisch), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CXCIX. Tafel IT. 
Zu ,kr. Kutscher, D. Ackermann und F. A. Hoppe-Seyler, 
Die Konstitution des Areains’. (Seite 277.) 








